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Polarographische Eiweifuntersuchungen. IV 
Der Einflu8 von Harnstoff aut Eiweifldésungen 
\ 

Caspar Tropp und Fritz Geiger 


Mit 7 Figuren im 7 


Aus der Medizinische und Nervenklinik de: tiit Wiirzhn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Angust 1941 


In der 2. Mitteilung') dieser Untersuchungsreihe benutzten 
wir mit Vorteil die hydrotrope Eigenschatt des Harnstoffs, um 
polarographische Zustandsiinderungen des Fibrinogens zu wunter- 
suchen. Wohlisch und Mitarbeiter?) fanden, dab Fibrinoverr in 
Losungen von etwa 20°) Harnstoff eine Denaturierung erfiihrt. 
Uber den EintluB des Harnstoffs auf EiweiBkérper sind in der 
Literatur zahlreiche Arbeiten be kannt, die sich sowohl mit den 
denaturierenden als auch renaturierenden und lésenden Kigen- 
schaften des Harnstofis befassen. Von den Untersuchungen _ 
letzten Zeit haben die Arbeiten der Svedberg-Schule besonderes 
Interesse. Lundgren”) fand eine Begiinstigung der Dissoziation 
von Thyreoglobulin durch Harnstoff oder Aminosiiuren, Stein- 
hardt*) konnte zeigen, daB in hochkonzentrierter Harnstoffliésune 
eine vollige Dissoziation von Pferdehiimoglobin in halbe Molekiile 
hervorgerufen wird, wihrend auf Pepsinlésungen kein Kintluls be- 
obachtet werden konnte, Dieser Autor nimmt einen Stereopolari- 
sationsmechanismus an, der dadurch zustande kommt. daB in den 
konstituierenden Polypeptidketten der Proteine Siiureamidbindungen 
wiederholt vorkommen. Diese einzelnen Eiweibketten sollen asso- 
yiativ untereinander verhaftet sein. Andere Siureamide, so auch 
Harnstofi, konnen sich zwischen die Fiweibketten lagern und zur 
Dissoziation fithren. Nach Ausdialyse des Harnstoffs wird wiederum 
das alte Molekiilgewicht festgestellt. wenn auch zum Teil Proteine 
anderer Natur dabei entstehen kénnen. Dies wird dadurch er- 
klirt, daB nach Entternung des Harnstoffs durch Dialyse die 
Polarisationskriifte der einzelnen ‘TeileiweiBketten nicht immer 
wieder in der gleichen Ursprungsstellung wirksam werden. 
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Bei der polarographischen Untersuchung vou Eiweibkoérpern 
wurde ganz allgemein von den verschiedensten Autoren (Brditka®), 
Wenig und Jirovec"), Heeren und Seuberling’), Jiihling. 
Tropp und Wohlisch!) festgestellt, daB bei Zustandsinderungen 
von EiweiBsubstanzen im Sinne einer Denaturierung stets eine 
Erhéhung der Proteindoppelstufe eintritt. Withrend Brdicka 
a.a. QO.) die ganze Proteindoppelstute dem Eiweibevstin zuordnet, 
haben wir die Meinung vertreten, daB nur der 2. Teil der Protein- 
doppelstufe durch EiweiBeystin entsteht. wihrend der 1.'Teil diese: 
Stute mit der eigentiimlichen Verbindung der einzelnen Amino- 
siuren und Aminosiurenkomplexe im EKiweibmolekiil in Beziehung 
steht. Dafiir, daB die Proteindoppelstufe nicht allein durch den 
Kinbau des Cystins im EiweiBmolekiil, sondern auch durch ver- 
schiedene andere Wirkgruppen und Wirkgruppensysteme geformt 
wird, spricht auch die starke Veriinderungsfihigkeit dieser Doppel- 
stufe. Ihre beiden Stufenanteile kénnen sich stark gegeneinander 
verschieben. Dabei ist die 2.Stufe die weitaus labilere. Sie kann 
sich iiber die erste erhdhen, jedoch auch unter das Niveau der 
ersten herabsinken. Die 1. Stufe dagegen ist wesentlich stabiler 
und diesen Veriinderungen nicht so sehr unterworfen. 

Es mubte moéglich sein, den EinfluB von Harnstoff ver- 
schiedener Konzentrationen auf verschiedene Eiweibsysteme polaro- 


_graphisch..genau—se—vertolgen, Tnsbesondere war festzustellen, ob 


Denaturierungsvorgiinge, die Diebold und Jiithling?) bei Harn- 
stoff-Konzentrationen tiber 20°), fiir Fibrinogen beschreiben, auch 
unter diesen Bedingungen polarographisch in Erscheinung treten. 
Die vorliegende Arbeit dient der Untersuchung dieser Zu- 
sammenhiinge. 
Experimenteller Teil 


Wegen der polarographischen Methodik wird auf die 
verwiesen. Die Zusammensetzung des Kobaltoputfergemische 
lésung ist folgende: 


. Mitteilung> 


fyrund 


2 eem 16-1077 m-Kobaltochlorid, 1 ¢em n-NIECL und 1 ecm n NU OH 
Zu diesen 4 cem wurden die Versuchslésungen in 6 cem physiologischer 
Kochsalzlésung zugesetzt, so dab das Endyolumen eines jeden Versnehs 


ansatzes 10 c¢em betrug. Die Darstellung der untersuchten Eiweibkirper ist 
in der 2.') und 3. Mitteilung®) beschrieben. 


Kobaltpuffergemisch und Harnstoff 


Vor der Untersuchung des Eintlusses von Harnstoff auf EiweiB- 
loésungen wurde das Verhalten des Kobaltputiers bei verschiedenen 
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Harnstottkonzentrationen gepriift. In Fig. 1 ist die Abhiingigkeit 
der Stufenhéhe von der zugesetzten Harnstottmenge zu ersehen. 
Dabei zeigt sich, daB bis zu einem Zusatz von 40°. Harnstoff 
die Stutenhbhe in einer fast geraden Linie um abnimmet. 
Wird jetzt die Menge Kobalt errechnet, die sich unter steigendem 
Harnstoffzusatz dem polarographischen Nachweis entzieht, so weist 
Fig. 2. den prozentualen 
Kobalt bis zu einer Harnstotikonzentration yon 40° aut. Die 


) s 
Kurve strebt bei hohen Harnstottkonzentrationen einem Maximal- 


Oro 
ee 


polarographischen Schreibverlust — fiir 


wert zu. 


Dieses Verhalten der Kobalt-Ionen in 


harnstotihaltigen 
Losungen™) deutet darauf hin, daB der Harnstott einen Teil der 
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Kobalt-lonen. wahrscheinlich im Sinne einer nicht oder nur wenig 


dissoziierten Komplexsalzbildung, blockiert und dadurch dem polaro- 
graphischen Nachweis entzieht. So errechnet sich z.B. bei 10°, 
Harnstotizusatz in leem der Untersuchungslésung, daB 100000 7 
Harnstott ber 93.47 Kobalt eine Erniedrigung der Kurve um etwa 
15°), hervorrufen. Das Verhiltnis von Kobalt zu Harnstoff ist 
in diesem Falle 1: 1000. 


Cystin und Harnstoff 
Fiir die EiweiBkérper ist durch Brdicka (a. a. O.) bewiesen, 
dai dem Cystin im EiweiBverband fiir den polarographischen 
Literatur iiber Co-Komplexe im Ginelin-Co, Teil B, 18 
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Nachweis eine entscheidende Rolle zukommt. Wir untersuchten 
deswegen zuerst die freie Aminosiiure Cystin selbst, um ihr Ver- 
halten verschiedenen Harnstoffkonzentrationen gegeniiber zu priifen. 


Versuchsanordnung, Zu 5 cem Kobaltputterse ch oben 
wurden O.24cem Cystinldsung (O7%m), die dureh Aut ! (ystin 
in n 1OU-HCL bereitet war, zugegeben. In einem Wu entimeter Putter 
gemisch befinden sieh OS7 ’ ( yvstin. Zum Versuel wu! ! t ( 11h 
nevem Ansatz die entsprechenden Ilarnstoffmengen 7 ett Lo onach 


Losen bei Zimmertemperatur sofort polarographiert. 
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Im vorigen Abschnitt konnten wir zeigen, daB die Kobaltstufe 
allein schon mit zunehmender Harnstotikonzentration eine Ver- 
iinderung erfiihrt. Wir haben uns deshalb in dieser Arbeit ent- 
schlossen, alle Stufenhéhen nicht wie bisher iiblich, vom oberen 
Plateau, sondern vom Beginn der Kobaltstufe ab in Millimeter 
zu messen, wodurch sich ein einfacheres Bezugssystem ergibt. 


In einer ersten Versuchsreihe wurden die niedrigen Harnstoff- 





konzentrationen von 1—5°/, im Abstand von je 1°), untersucht. 
Fig. 3 zeigt das Ergebnis. Sowohl die Kobaltstufe, als auch die 
Cystmstufe von der Basis der Kobaltstufe gemessen, zeigen einen 


fast horizontalen Verlauf. Wiihrend die Kobaltstufe véllig hori- 
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zontal liegt, schwanken die Cystinstufen im geringen Mabe um 
einen Mittelwert. Bis zu einer Harnstoffkonzentration von 5° 
ist somit keine wesentliche Beeintlussung festzustellen. Anders 
dagegen verhiilt sich die Kurve bei hohen Konzentrationen bis 
zu 60°. In Fig. 4 zeigen siimtliche 2 Kurven mit steigende? 
Harnstotfkonzentration eine gleichmibig abfallende Linie. Die 
Héhe der Kobaltstufen erniedrigt sich bis zu 60°) Harnstoft- 


zusatz um 43,8°/,, wihrend die entsprechenden Werte fiir die 
Co-Basal-Cystinkurven 47,4°/, betragen. Die Erniedigung der 
Kobaltstufen allein ist von fast der gleichen GréBenordnung so- 
wohl im reinen Kobaltpufier, als auch in einer Lésung, die diesen 
und zugleich Cystin enthilt. Die entsprechenden Werte sind bei 
40°), Harnstotizusatz fiir Kobalt allein 36,4°/, und fiir Kobalt 
und Cystin 35,1°/). 


Eiweifsysteme und Harnstoft 

Zuerst untersuchen wir den Einflu{& von Harnstoti ver- 
schiedener Konzentrationen auf Plasmaliésungen bei Zimmer- 
temperatur. Nach Harnstoffzusatz von 1—5°), bheb eine 
Globulinlésung von 0,8°), unbeeinfluBt, wihrend die polaro- 
graphische Kurve einer ebensolchen Liésung von 0,05°)) um 16°), 
und eine von 0,013°), um 11°/, durchschnittlich absank. 

Fiir unsere Untersuchungen wurde eine Plasmalésung yon 
0,025°/, gewihlt, weil bei dieser Verdiinnung die Proteindoppelstute 
in ihren beiden ‘Teilen besonders gut ausgepriigt ist. und zu_er- 
warten war, dal sich bereits geringe Verinderungen am Eiweili- 
molekiil im polarographischen Bild gut ausdriicken. Der Harnustoff- 
zusatz zur Plasmalésung betrug 10, 20 und 40°). Der Eintlub 
dieses Zusatzes ist aus Fig. 5 Kurve 1—4 zu ersehen. 

In Tab. 1 ist die prozentuale Erniedrigung durch Harnstoft 
sowohl absolut in bezug auf die Ausgangskurve, als auch yon 
Kurve zu Kurve angegeben. 


Tabelle 1 





Plasmalésune erniedrigung 
0.025 ° der Proteindoppelstufe in 
' Warnstoff a nares 
- I. Stufe Il. Stute 
-10 22.6 34,2 
loco 7m Lot 
20) Od Lind 
10,9 1] 
10 16.8  () 
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Dabei zeigt sich, daB die 2. Stufe bereits bei Zusatz von 
10°/, Harnstoff die stiirkste Krniedrigung mit 34,2°/, erfiihrt. 
Umgekehrt ist es bei der hichsten Harnstoffkonzentration von 
40°/,. Bei der Konzentrationserhéhung von 20°), auf 40°/, er- 
niedrigt sich die 2. Stufe nur noch um 4°), withrend die 1.Stufe 
noch eine Depression um 11°/, aufweist. 

Niimtliche Ansiitze mit Harnstoff sind sodann in Cellophan- 
dialysierschliuchen gegen physiologische Kochsalzlisung ausdialy- 








; : : . ‘ . : ee teien! 
siert worden. Der Dialysiererfolg wurde stets mit p-Aminobenz- nih 
aldehyd “kontrolliert, wodurch es méglich ist, eine Harnstoff- 
konzentration von weniger als 0,1°), noch genau zu erkennen. 
Das Ergebnis ist in Fig. 5, Kurve 5—7 autvezeichnet. Siimtliche 
3 Kurven steigen wieder in ihrer 1. Stufe bis zum Ausgangsyert 
an, withrend—te—2-Sttfenn_3,5—nd 5,5 mm niedriger bleibt. 
In keinem Fall wurde jedoch eine Erhéhung iiber den Ausgangs- 
wert hinaus beobachtet. Ein gleichsinniges Verhalten zeigten auch 
andere Eiweibkérper wie Albumin, Globulin und Fibrinogen. “‘Das~ ~~ 
Ergebnis ist in ‘Tab. 2 zusamimengestellt. 
Tabelle 2 
. Hohe der Proteindoppelstufe 
O,025" ige Ohne Mit 40 Nach Mit 40°), Harnstott 
Losungen Harnstoff Harnstott Ausdialyse (erneute Zugabe 
hi h hi h h, h h hi 
Plasma H4.0 73,0 34.0 | 35.0 64.0 | 67.5 30.5 28 () 
Albumin 62,2: | 11,0 Lb 52,0 65,0. B6,o 2,0 28,0 
Fibrinogen D1L.5 | 59.0 29,0 10,9 7,0 | d0,D 27,0 26,0 
Globulin 53,5 | 55,0 13,0 3.5 53,0 | 50,5 11.5 2g () 
10 (10 ) 








Ks sind nur die Werte nach 40° igem Harnstoffzusatz ver- 
zeichnet. Der Einflub des Harnstoffs auf den ausdialysierten Kiweib- 
kérper wurde nochmals durch eine zweite 40°), ige Harnstoffzugabe 
untersucht. Die in der Tab. 2 zuletzt aufgefiihrte Globulinlésung 
wurde nur mit 10°/, Harnstoti versetzt. Nach Zugabe von 40°), 
Harnstotf sinken wiederum beide Stufen, besonders die 2. Stufe 
stark ab,um nach dem Ausdialysieren erneut anzusteigen. Wiihrend 
die 1. Stufe die alte Hoihe praktisch erreicht, bleibt die 2. Stufe 
auch hier um etwa 4—5 mm zuriick. Nach nochmaligem Zusatz 
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von 40°/, Harnstoff sinken alle Kurven abermals ab bis zu einer 
Hohe, die einige Millimeter unter der Hihe liegt, die nach dem 
1. Zusatz von 40°), Harnstoff erreicht wurde. 

Das Fibrinogen nimmt einé gewisse Sonderstellung ein. 
Nach der Ausdialyse konnte die urspriingliche Hihe nicht mehr 
erreicht werden. Die Werte liegen auBerhalb der apparativen 
Fehlergrenze. 


TemperatureinfluB8 auf Eiweiflosungen mit Harnstotizusatz 

In unserer 2. Mitteilung haben wir gezeigt, dai die Fibrfogen- 
doppelstufe durch Erwiirmen auf 54° eine deutliche Stufenerhoéhung 
erfiihrt. Bei einer reinen Plasmalésung ohne Harnstottzusatz 





5 ms 


mm ; "e y! T So —~ | 
90} J 


60 t ane Plasma 
E = 1/150 M 


20+ 0.015% + 10% Ul 











4, 
é 


konnte kein sicherer Kinfluf dieser Temperatur auf die! Hohe 
der Doppelstufe festgestellt werden. Anders ist jedoch der Reaktions- 
verlauf, wenn 10°), Harnstoff der Plasmalésung beigegeben #xaxden. 
Durch diese Zugabe sinkt die 2. Stufe unter die 1. Stufe an, 
wobei sich die ganze Proteindoppelstufe, wie bereits erwiihnt, er- 
niedrigt. Wird jetzt die Stufenhéhe bei der Temperatursteigung 
um 10° steigend, mit Zimmertemperatur beginnend gepriift, so 
zeigt sich (Fig, 6), daB bis 50° keinerlei Veriinderung der Doppel- 
stufe eintritt. Zwischen 50 und 60° dagegen richtet sich diese 
stark auf, wobei besonders die 2. Stufe beteiligt ist, die sich weit 
iiber das Niveau der ersten erhebt. Zwischen 60 und 80° ver- 
linft die 1. Stufe wieder horizontal, wiihrend die 2. Stufe bis 70° 
eine weitere geringe Erhéhung erfihrt, um dann ebenfalls einen 
horizontalen Verlauf zu nehmen. 
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Der Versuch zeigt, dab die stufensenkende Wirkung des Harn- 
stoffs durch ein Erwiirmen auf 50—60° nicht nur aufgehoben 
wird, sondern dariiber hinaus noch eine weitere Stufenerhéhung 
entsteht. 

In einer weiteren gréBeren Versuchsreihe wurde der: EintiuB 
stelgender Harnstoftikonzentrationen aut eine Globulinlésung ver- 
schiedener Konzentrationen bei Zimmertemperatur und 5 Minuten 


Globulin. 
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bei 68° untersucht. Die angewandten Globulinkonzentrationen 
waren: 0,96, 0,12. 0,08, 0,015, 0.0075, 0,0018°/, im Endvolumen. 
Das Ergebnis dieser zahlreichen Untersuchungen ist fiir 3 Konzen- 
trationsbereiche in der Fig. 7 graphisch dargestellt. Da sich alle 
Globulinkonzentrationen gleichsinnig verhalten, wurde auf die 
Wiedergabe aller Diagramme verzichtet. Es wurde die hichste 
Konzentration, die eben noch schreibbar ist und keine deutliche 
Proteindoppelstufe mehr ergibt, neben einer Konzentration, die 
gerade oberhalb des ..Kreuzungsetiektes* liegt und auBberdem noch 
die stiirkste Verdiinnungskonzentration fiir die Fig. 7 ausgewihlt. 
Es zeigt sich, daB der Abfall der Proteinstufen fiir alle Konzen- 
trationen unter dem HarnstotfeintluB sowohl fiir die Versuche 
bei Zimmertemperatur, als auch bei 68° gleichsinnig ist und 
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52—70°/, betriigt. Die Wiirmekurven verlaufen zu den Zimmer- 
temperaturkurven parallel, sind jedoch in Abhiingigkeit von der 
Globulinkonzentration fiir die héheren Konzentrationen um einen 
groBeren Wert verschoben, um bei der geringsten NKonzentration 
sich fast ganz mit der Kiltekurve zu decken. Diese Feststellung 


ist ein weiterer Beitrag zur Theorie des .,hreuzungsetiektes*, ftir 
den wir gefordert haben, daB bei EiweiBkonzentrationen, die 


schreibbaren Gruppen im EiweiBmolekil erfat werden und des- 
wegen keine Krhihung der Proteindoppelstufe eintreten kann. 


unterhalb des ..Kreuzungsetiektes* legen, alle polarographischen 


Besprechung der Ergebnisse 

Vorversuche ergaben, daB sowohl Kobalt- als auch Cystin- 
losungen durch Zusatz von Harnstoff in steigenden Mengen eime 
Stufendepression erfahren. Fir die Kobaltputierlésungen wurde 
gezeigt, dab bei einem Verhiiltnis von Kobalt zu Harnstoth wie 
1:1000 eine Kurvenerniedrigung von 15°), festgestellt wird. Aus 
Fig. 2, die kurvenmiiBig den .Kobalt-Verlust* bei steigenden 
Harnstotimengen angibt, ist zu ersehen, dab zB. bei 40' 
Harnstotizusatz dieser Verlust 37°), betriigt. Cystinlésungen ver- 
halten sich iihnlich und ergeben zB. bei 60°), Harnstotizusatz 
eine Erniedrigung von 48,5°/,. Harnstofi hat nach diesen Unter- 
suchungen die Eigenschaft, wahrscheinlich iiber Komplexsalz- 
bildungen, die polarographische Reaktionsfiihigkeit herabzusetzen. 
Ks wurde am Beispiel des Kobalt gezeigt, dab dazu sehr grole 
Konzentrationen von Harnstoff notwendig sind. 

KiweiBsysteme und Eiweibkérper unterliegen ebenfalls der 
kurvensenkenden Wirkung des Harnstoffes. Ks wurden Plasma, 
Albumin, Fibrinogen und Globulin untersucht (Tab. 2). Wihrend 
sich bei héheren EKiweibkonzentrationen (0,8°,,ige Globulifilésung 
ein Harnstotizusatz bis 5°), polarographisch nicht auswirkt, kemmt 
es bei einer niedrigeren Konzentration der EKiweiblésung bereits 
bei 5°/) Harnstoffzusatz zu einem deutlichen Absinken der Protein- 
doppelstufe. Den Eintlu& von 10, 20 und 40°/, Harnstotf aut 
eine 0,025°/,ige Plasmalésung zeigt Fig. 5 in Original-Kurven: 
fiir Albumin-, Fibrinogen- und Globulinlésungen gleicher Konzen- 
tration ist nur die Kinwirkung von 40°/ igem Harnstotf heraus- 
gegriffen und in Tab. 2 
Verhalten. Die ganze 


wiedergegeben. Man sieht ein gleichsinniges 
Proteindoppelstute wird zusammengedriickt. 
Bei der Analyse iiber die Art der Veriinderung, die die Protein- 
doppelstute durch steigenden Harnstoffzusatz erfiihrt, zeigt die 
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Fig. 5 und noch deutlicher die Tab. 1, dab zuerst die 2. Stufe 
stark erniedrigt wird, wiihrend die 1. Stufe erst bei héheren 
Harnstotikonzentrationen nachfolgt. Daraus mub  geschlossen 
werden, dab die Molekiilgruppen im Eiweifi. welche die 2. Stute 
hedingen, leichter blockiert werden, als die Molekilgruppen, 
durch welche die 1. Stufe entsteht. 

Nach der Ausdialyse des Harnstofis steigt die Protein- 
doppelstufe wieder fast zur alten Hohe an. Dabei zeigt sich 
durchwegs, dafb die 2. Stute einige Millimeter niedriger bleibt, 
wihrend die 1. Stufe innerhalb der apparativen Fehlergrenze die 
alte Hohe erreicht. Nur das Fibrinogen, als emptindlichster 
KiweiBkérper, bleibt) auch mit der 1. Stute um etwa 5 mm 
niedriger. Auf erneuten Harnstotizusatz zur ausdialysierten Losung 
sinkt die Héhe der Proteindoppelstufe abermals ab. Die Werte 
liegen etwas tiefer als die nach dem _ ersten Harnstotizusatz. 
Diese Versuche zeigen, dali durch Harnstofizusatz selbst héherer 
Konzentrationen keine Denaturierung der untersuchten Eiweil- 
kirper eingetreten ist, die sich polarographisch nachweisen hefe. 
Sonst miibte nach unseren bisherigen polarographischen Er- 
fahrungen eine Erhéhung der Proteindoppelstute nach der Aus- 
dialyse festzustellen sein. Auch die ,,Elastizitit" des Eiweib- 
molekiils ist nach 2 maligem Zusatz von 40°), Harnstoff erhalten 
geblieben. Das gleichsinnige Verhalten aller untersuchten Serum- 
eiweibkorper einschlieBlich des Fibrinogens unter dem Eintlub 
von Harnstoti legt die Vermutung nahe, dab es sich bei der 
..Denaturierung* durch Harnstot? um einen anderen Umwandlungs- 
vorgang handelt, als bei der Denaturierung durch Hitze, Alkali. 
Siuren, ultraviolette Strahlen und Fermente (Thrombokinase, 
Pepsin, Trypsin). 

Die grobe Emptindlichkeit der polarographischen Unter- 
suchungsweise bei dem Aufsuchen von Zustandsiinderungen der 
Kiweibkorper wird auch bei Erwiirmungsversuchen deutlich. Eine 
Plasmalésung, die 10°), Harnstoff enthilt, erfiihrt zwischen 50 
und 60° eine typische Veriinderung. Die durch den Harnstoti- 
zusatz unter das Niveau der 1. Stufe gedriickte 2. Stufe der 
Proteindoppelwelle richtet sich in diesem Temperaturbereich steil 
auf (Fig. 6). Wir sehen hierin den sinnfilligen Ausdruck fiir eine 
wichtige Zustandsiinderung der Plasmaeiweibkorper, die der Serologe 
als Komplementzerstérung bei 54° kennt. 

Wird eine Globulinlésung verschiedener Konzentrationen mit 
steigenden Harnstotimengen versetzt und in gleicher Weise bei 
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Zimmertemperatur und 5 Minuten bei 68" erwiirmt, so zeigt sich, 
daf die Wirmekurve parallel nach oben yerschoben ist. Je héher 
die EiweiBkonzentration, desto griéBer ist der Abstand der beiden 
Kurven. Unterhalb des ..Kreuzungsefiektes* kann durcli Wiarme 


keine deutliche Héhenditierenz mehr festgestellt werden (Fig, 7). 
Wir sehen hierin einen neuen Beweis unserer Arbeitshypothese, 
dab bei EiweiBverdiinnungen unterhalb des ,hreuzungsettektes* 
alle polarographischen reagierbaren Molekiilgruppeu im Eiweib- 


molekiil bereits nachweisbar sind, so daf auch durch Erwirmung 


keine neuen Gruppen durch Stufenerholiung festgestellt werden 
kOnnen. 
Zusammenfassung 

1. Das Kobaltpuffergemisch als Grundlésung allein wird durch 
Harnstoftzusatz beeinflubt. Es tritt bei einem Verhiiltnis von 
Kobalt : Harnstoff = 1:1000 eine Erniedrigung der Kobaltstufe 
um 15°), ein. Der EinfluB verschiedener Harnstoffkonzentrationen 
ist kurvenmiibig festgestellt. 

2. Cystin wird bis zu einem Harnstotfzusatz von 5°/, nicht 
polarographisch beeintluBt. Bei héheren Harnstoffkonzentrationen 
sinkt die Cystinstufe jedoch ebenfalls ab, um bei 40°), um 35°, 
erniedrigt zu werden. 

3. EiweiBsysteme (Plasma, Albumin, Globulin und Fibrinogen) 
zeigen durch Harnstoffzusatz eine charakteristische Verinderung 
ihrer polarographischen Kurven. Bis 5°/, Harnstotizusatz ist der 
KinfluB nicht sehr deutlich und stark von der Eiweibkonzentration 
abhiingig. Von 5—40°), erniedrigt sich die Proteindoppelstufe 
in typischer Weise. Nach Ausdialysieren wird die urspriingliche 
Hihe fast genau wieder erreicht. Daraus wird geschlossen, dab 
Harnstotf auch in sehr hohen Konzentrationen die Plasmaeiweib- 
kérper nicht im iiblichen Sinne denaturiert. 

4, Krwiirmung dieser Systeme auf 68° und steigender Harn- 
stotfzusatz verschiebt die Kurven parallel zur Zimmertemperatur- 
kurve. Der Abstand beider Kurven ist fiir héhere Eiweibkonzen- 
trationen am grébten. Unterhalb des ,,.Kreuzungseffektes*, bei 
den niedrigsten Konzentrationen, decken sich beide Kurven fast 
vollig. Hierin wird ein weiterer Beweis fiir die Theorie des 
.Kreuzungseffektes* gesehen. 


- ow 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschatt vielmals 
fiir das Herrn Dr. Geiger gewihrte Stipendium. 
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Polarographische Eiweifuntersuchungen. V 
Serumultrafiltrate und die Prager Krebsreaktion 
\ 
Caspar Tropp und Fritz Geiger 
Mit 4 Figu 
(Aus der Medizinischen Klinik und Neurologischen Abteilung der | sitat Wurzburg) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Septem! 


Bei der Bedeutung des Krebses fiir die Volksgesundheit ist die 
Frage der friihzeitigen Erkennung dieses Leidens ein vordringliches 
Problem. Es gibt heute bereits zahlreiche serologische Methoden, 
von denen jedoch keine sicheren diagnostischen Wert besitzt. Be- 
sonders gelingt es mit ihnen nicht, eine verlibliche Friihdiagnose 
zu stellen, welche fiir die erfolgreiche Behandlung des Krebses 
von ausschlaggebender Bedeutung ist. Auch die polarographische 
Krebsreaktion, die von Brdiéka!) angegeben wurde, und die eine um- 
fassende Nachpriitung [Waldschmidt - Leitz’); Tropp®*); Bergh, 
Henriques und Schousboe4; Koéhler, Griessmann und 
Sohnel®’); Waldschmidt-Leitz und Mayer*®); Meyer-Heck®, 
Wedemeyer und Daur’); Felkel’); Albers?!®)) ertahren hat, 
ist nicht spezifisch. Selbst die verschiedenartigsten Verbesserungen 
und die Modifikationen der Originalmethode durch Brdit ka (a.a. 0.) 
selbst, Waldschmidt-Leitz (a.a.O.) und Tropp (a.a.0.) konnten 
die Methode nicht spezitisch gestalten. Sie hat den groben Vor- 
teil, fiir die Klinik leicht und schnell durchfiihrbar zu sein. Sie 
leistet bisher m. KE. jedoch nicht wesentlich mehr, als die Be- 
stimmung der Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit. Bei der Be- 
wertung der polarographischen Krebsdiagnostik wird viel zu sehr 
von der Frage ausgegangen, wieviel Prozent Treffer werden unter 
einer bestimmten Anzahl vesicherter Krebsfille erhalten, als 
vielmehr von der entscheidenden Feststellung, wieviele richtige 
positive Ergebnisse ergibt mir diese Methode bei dem gesamten 
krebsverdichtigen Krankengut. Allein eine Untersuchungs- 
methode, die auch bei Krebsverdacht eine hochprozentige richtige 
Antwort gibt, wire ein wirklicher Gewinn. Die Prager Krebs- 
reaktion erfiillt diese Bedingung vorerst noch nicht. 
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Brdiéka nahm als Anlab zu seinen Arbeiten die von Wald- 
schmidt-Leitz und Mitarbeitern!!) in carcinomatisen Seren 
nachgewiesene verminderte Sulfhydrylaktivitiit der Serumeiweib- 
korper. Da bei der Versuchsanordnung mit Serum die Cacinom- 
kurven niedriger und mit Filtrat nach Enteiweibung héher sind 
als die normalen Kontrollkurven, glaubt Waldschmidt-Leitz?) 
und neuerdings auch Albers (a. a. O.), da’ Brdicékas Hypothese 
der verminderten Menge aktiver Sulfhydrylgruppen als Grund der 
Kurvenhéhenditterenz unwahrsecheinlich sei. Die getroffene Fest- 
stellung der beiden Autoren ist nicht beweisend. Die beiden ver- 
schiedenen Arbeitsweisen lassen sich nicht vergleichen. Einmal 
handelt es sich um das komplette Serum mit EiweiB und den 
gelésten niedermolekularen Stotfwechselprodukten, das andere Mal 
werden nach der EnteiweiBbung durch Ausfiillung des EiweiBes 
nur die filtrierbaren Stoffe one héhermolekulares Eiweili unter- 
sucht. Wir haben Ofters gefunden, daB Zusatz von Eiweib die 
Verhaltungsweise einer niedermolekularen Substanz im Polaro- 
gramm vollig veriindern kann. Das Eiweili blockiert die Wirk- 
gruppe der zu untersuchenden Substanz. Umgekehrt kann auch 
ein polarographisch indifferenter Kérper, wie Harnstoti, die Stufen- 
héhe einer bekannten Eiweiblésung sehr wesentlich erniedrigen, 
wie wir in der vorangegangenen +. Mitteilung!”) gezeigt haben. 

Der Stott selbst, der nach Enteiweibung die polarographische 
Kurve bedingt, ist chemisch noch nicht identifiziert worden. Wald - 
schmidt-Leitz (a.a.O.), der durch fraktionierte Fiillung der Filtrat- 
hestandteile mit Alkohol eine Trennung durchfiihrte, fand in der 
carcinomaktiven Substanz iiberraschenderweise kein schwefelhaltiges 
Produkt, sondern ein Mucoid. 

Wir versuchten die Frage nach dem wirksamen Stoff von 
einer anderen Seite aus zu kliren. Uns schien die Untersuchung 
von Ultrafiltraten richtiger zu sein als alle anderen Methoden, die 
mit einer chemischen Enteiweibung unter Denaturierung arbeiten. 
Ks kann dabei niemals entschieden werden, was alles vom nativen 
KiweiB durch den Denatierungsprozeb abgesprengt wird und sich 
im Filtrat vorfindet. So ist beispielsweise bekannt, daB bei der 
Umwandlung des Fibrinogens in Fibrin die Nitroprussid-Reaktion 
positiv wird! Bei der Ultrafiltration durch eiweiBdichte Filter 
werden die EKiweiBkérper nur mechanisch abgeprebt. Dadurch ist 
die Sicherheit gegeben, dab an dem chemischen Gefiige derselben 
keine Verinderungen ecintreten. Das erhaltene wasserklare Filtrat 
ist vollig eiweibfrei. 
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en bevgannen, wurden 


Unsere Arbeiten. die vor zweieinhalb Jali 
unabhiingig von uns in ithnlicher Weise von der Prager Schule 


Brdi¢kas aufgenommen, allerdings mit anderer Zielsetzung. 


Kotljar und Podrouzek?!* verfolgten im Ultratiltrat die Proteolyse 


des Fibrins und schufen eine polarographische Moditikation der 
Kuchsschen Krebs-Reaktion, die nach der vorl ren Mitteilung 
dieser Autoren sehr verliiBliche Resultate li t. Austithrliches 


Material wurde bisher noch nicht mityeteilt. 

Wir untersuchten Ultratiltrate verschiedenster Art im Cobalto- 
Pufiergemisch, priiften das kinetische Verhalten und unterbauten 
unsere Ergebnisse durch geeignete Modellyersuche, Hieriiber wird 
in der vorliegenden Arbeit berichtet. 


Experimenteller Teil 
Darstellung der Ultrafiltrate. Wir verwendeten Serum oder Plasma. 


Die Ultratiltration wurde im Thiessenapparat* mit o t Atti Druek dure 


vefiihrt. Die sehr praktischen Apparate aus Glas, die mit Rosignol-Ventilen 
eme bequeme Serienarbeit gestatten, haben den Nachteil, dab unter dem 


Druck die Gummimanschetten yom Glas teilweise abgleiten kOnnen und 
dadurch Stérungen auftreten. Wir haben zum Sehluli unserer Arbeit nur 


noch die Apparate aus Ganzmetall der gleichen Firma verwendet, womit 
Wir stets ausgezeichnete Ergebnisse erhielten. Die eiweibdichten Filter 
wurden ebenfalls von der gleichen Firma velietert. Die Filtration set ehr 
schnell ein. Nach 2 Stunden waren meist schon einige cem durehtiltriert. Das 
Miltrat wurde stets mit Sulfosalizylsiiure auf volliges Freisein yon biweil} 
geprift, 

Untersuchungsansatz. Vom Filtrat wurden stets 0,2 ce “com 


des tblichen Cobalto-Putfergemisehes (O.5 cem n-NH,Cl, 1 ecm ‘ 
Cobaltochloridl6sung, 0.5 ecem n-NH,OH und 3 cem destilliert Wasser 
zugesetzt. Die polarographische Untersuchung erfolete  stets fort Wel 
nieht ausdriicklich andere Zeiten angegeben wurden. 


Untersuchung der Ultrafiltrate. In Pig. 1 zeigt Kurve | das A 


sehen einer Ultrafiltratkurve. Daneben wurde eine Cysteinkurve (2) yon 
gleicher Hohe yveschrieben, Die beiden Kurven sehen sich sehr dilmlich,. 
Beim Cystein ist lediglieh der Sattel yor der Ammoniakendabseheidune 
etwas tiefer, Da die Cysteinhéhe einer Konzentration von OO y in 1 cem 
Endvolumen entspricht, wiire dies aueh die Konzentration fiir den Ultra 
filtratansatz, falls es sich bei beiden Ansiitzen um dieselbe Substanz handeln 
wiirde! Auch Iso-Cystein (Schéberl")) gibt die gleichen Kurvenformen 
(Fig. | Kurve 3). Es schreibt polarographisch sehr viel schwerer und be 
notigt 12,1. y in 1 eem Endvolumen tiir die gleiche Stufenhéhe, 24 mal mehr 
Substanz als Cystein! Die Kurve des Iso-Cysteins zeigt im abfallenden Mavi 
mumschenkel einen konstanten geringen Kuryenansatz, den wir bisher noch 
nicht weiter untersucht haben. Zum Vergleich zeigt Pig. 1, Kurve4d Glutathion 


‘) Membrantilter-Ges, m. b. H. Gottingen, Weender Landstrabe GG—US. 
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Die Kurve stellt einen yolli inderen J yp ar. Sie bildet no lber 
can i der Proteinstute. Der tiete Sattel vo ler Endab ejdune tehle 
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ye 

Bei héheren KNonzentrationen steigt ini alk ilisechen Meditun die Stuten 
hohe betriichtlich an. wm bei geringeren Wonzentrationen eine veringere 
Erhéhunge zu zeigen. Bei niederen Wonzentrationen 


wurde Tets you 
Anfang an em Abftall festgeestellt. 


nit) Celutathion untersucht 


noeh Diglvzvi-di 
‘ v1-j-C'vsti nd Dileu | vl-l-Cvst 1) | den Sub 
till t*] phe? ro Clrensil O | ‘ Ix ‘ 
Divlyvzvi-di-lleuzy ("vst in | » wiecderge Sie ze) n der ter 
Stunden eimen verimece) \ tieg lant I t 
! + ¢ 
ln Fig ind auBer den drei bereits bekannten Kurven noch 2 Ultr 
tratkurven von Nierenkranken eingezeichnet. Diese beiden Kurven 
vurde iis 3S cleichartigen Kurven 


ruscewiihlt und sollen das Wesentliche 
e1gen Beim \nsteigen (les Rest Stickstotts ert lie IKuryve breode 
liegt auch 


10 IKurve in ig. 


utend 
schon der Sotort Weert: 
entspricht emer Uriimie iit 


Das Ansteizen der Kurve wurde bis 
erhéhtem Rest-N beobachtet. 


hohte Kinstunden-Werte.  Oftmals 
wesenthich héher. Die Ut 
einem Rest-Stickstott von 10 ine 
her in allen Fiillen mut 


{ nimmt die Iso-Cvystein (12.1 7 ecem Endvolumen) Kurve i 
j 

Vergleich zur Cvsteinkurve einen yvollig anderen Verlaut. Wiihrend di 

f<o-Cysteinkurve in der ersten Stunde nur um etwa 20 absinkt, um 


Llerr Geheimrat Prot. Dr. 
diese hbeiden 


dieser Stelle 


Abderhalden hat uns freundlicherweise 
kostbaren Substanzen iiberlassen, woftir wir ihm auch an 
unseren herzlichsten Dank 


sagen. 
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steil ab. 
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Besprechung der Ergebnisse 


Die tntersuchunge von eiweibtreien Ultratiltraten im Cobalto- 


puffergemisch konnte die Prager re} bs-Reaktion nach den bis- 
herigen Ergebnissen nicht spezifischer gestalten. Im alleemeinen 
legen zwar die Kurven von Wrebskrank niedriger al ye 
vesunder Menschen. doch sind die Unterschiede zu gering und 
nicht sicher verwertbar. Auch die kinetischen Untersuchungen 
bei y= 9.5 brachten kein giinstigeres Bild, Die Kurvenhohe der 
Ultrafiltra ‘ yon Seren entziindlicher WKrankheiten interferiert 
zwischen ean Kurven der Ultratiltrate gesunder und krebskranker 
Personen. Insgesamt wurden 68 Ultratiltrate untersucht. Bei der 
Untersuchung entziindhicher Krankheiten heben sich jedoch die 
Nierenentziindungen deutlich ab. Die Kurven werden entsprechend 
dem —— des Rest-Stickstotis im Blut héher und konnen bei 
iiimischen crankheitszustiinden nit sehr hohen kh -SLICKStON- 
verten ung eghatacke Hohen erreichen (Fig. 3). Es ist) bisher 


noch nicht gelungen, die chemische Substanz, die polarographisch 
reagiert, zu isvlieren. 5O Liter Ultratiltrat wiren notwendig., um 
etwa 600 meg Substanz zu erhalten, wenn die gesuchte Substanz 
mit Uy Stin identisch wire. Das lau! en wir jedoch mit Sicherheit 
ausschheben zu kOnnen. Wenn hast die polarographischen uryen- 
bilder Kig, lL. Kurve 1 und 2) sehr iihnlich sind, so zeigt die 
kinetische Untersuchung tiir den Ut-Stoff und Cystin ein vollig 
verschiedenes Verhalten. Wihrend die Cysteinkurve im Laut 
der ersten Stunde um etwa 50°. wahrscheinlich durch = Zer- 
Storung im alkalischen Medium, absinkt. zeigen die Ultratiltrat: 

dieser Zeit meist einen leichten Austieg oder doch tast horizon- 
talen Verlaut, um erst nach der ersten bis zweiten Stunde langsam 
ibzusinken. Der absteigende Schenkel ist dem Verlauf der Cystein- 
kurye dann tast parallel (Fig, 2 und 3). Es lag nahe, beim Uf-Stoff 
auch an Glutathion zu denken. Dessen véllig andere Kurvenform 
ig. 1, Kurve 4) und das andersartige kinetische Verhalten (Fig. 2 
machen dies¢ Annahme ebentalls unwahrscheinlich. Glutathion 


zeigt allerdings in verschiedener Konzentration ein verschiedenes 


kinetisches Verhalten (Tab. 1)! Anstieg. fast horizontaler Verlaut 
und Abfall. Wir erkliren uns diese merkwiirdige Beobachtung 
dadurch, dab hei hdhere. honzentration in der Zeiteinheit durch 
alkalische Hydrolyse mehr Cystein yoriibergehend frei wird, als 
zerstort wird, die Kurve demnach ansteigt. Jab im Glutathion 
das eingebaute Cystin polarographisch nicht in dem gleichen 





ee 





L42 Caspar Propp und Fritz (Greiger 


Mabe reaktionsfithig ist wie freies Cystin, kann aus Pig. 1 er- 
sehen werden. Fiir die gleiche Stufenhéhe werden 4,6 7 Glutathion 
und nur 0.5 7 Cystin/cem Endyolumen bendtigt. Glutathion reagiert 
also {mal schlechter als Cystin! Bei mittleren Glutathionkonzen- 


trationen. bei denen der mehr horizontale Verlauf mit geringe 
\nstieg vorherrscht, wird unte: hen Bedingungen naturgen 
weniger ystin freigemac ht, un eringen Wonzentratione! 
wenig zu sein, daB die Zerstérung die freiwerdenden Cystinanteil 
sotort erfaBbt und dadurch ell SOLO? r Losinken del Kurvel 


heobaechtet wird. 

Zum Modellversuch wihlten wir weiterhin Diglvzyl-di-l-leucy! 
|-Cystin und Dileucyl-di-glycyl-l-Cystin, die beide ein dem Glutathio 
‘ihnliches Verhalten zeigten. Iso-Cystin reagiert bedeutend schwie- 
riger. Die SH-Gruppe ist durch ihren stereochemischen Einbau 
weniger labil. Fiir gleiche Kurvenhéhe mit Cystin wird die 24 tach 
Menge bendtigt. 


Wir nehmen an, dali wir in dem polarographischen Ut-Wirk- 
stoff eine Nubstanz zu suchen haben, die ifihnlich wie Gluthathio 
Cystin chemisch oder physikaiisch gebunden enthilt. Cystin wird 


dann in der ersten Stunde durch die alkalische Hvdrolvse i: 


mehr oder minder starkem Mabe frei. wodurech eine Erhéhune 
der Kurve eintritt. Bei Lingerer Versuchsdauer wird das. fre 


tWiuel Wildl das 


gewordene Cystin unwirksam, und die Kurve fallt parallel der 


des reinen Cystins weiter ab. 


Zusammentassung 


1. Kiweibfreie Ultratiltrate geben im Cobalto-Puttersemis: 


eine dem Cystein sehr ihnliche polarographische hurve. 


2. Die Prager Krebsreaktion labt sich durch 


diese Unter- 
suchungsweise bisher nicht spezitischer cestalten. 

3. Die Ultratiltratkurven Krebskranker sind zumeist niedriget 
als die gesunder Menschen. 

{, Nierenkranke zeigen eine der Erhéhung des Rest-Ntick- 
stoffs entsprechende Erhoéhung ihrer polarographischen NKurve. 

». Der polarographische Ultratiltrat-Wirkstoft ist kein treies 
Cystin und mit groBer Wahrscheinlichkeit auch kein Glutathion 
Ks wird ein glutathionartiger Kérper vermutet. 


6. In Modellversuchen wurde das kinetische Verhalten v 
Cystin, Iso-Cystin, Glutathion, Diglyeyl-di-l-Leucyl-l-Cystin wu 
p-Jodphenyl-merkaptursiiure gepriift. 
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Wir danken der deutschen Forschungsezemeinschatt auch at 


dieser Stelle vielmals fiir das Stipendium, das Herrn Dr. Gei 


vel 


eewiihrt wurde. 
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Uber parenterale und perorale Wirkung glucosidisch 
sebundenen Ostrons im Verhaltnis zu Ostron 


I. Bennekou und K. Pedersen-Bjergaard 


Mus J 
I) aT t i 

Die verhiltnismiBie schlechte Wirkung des peroral zugetiihrten 
Ostrons: ist dem Umstand zuzuaschreiben. dati das Hormon nach 
der Resorption aus dem Darin!’ *) tiberwiegend in der Leber 
inaktiviert wird. Versuche. dieser Inaktivierung entgegenzuwirken, 
haben zur Herstellune yersechiedener Ostronhaltiger Verbindungen 
vefiihrt. Wir haben z. B. Ostronglucosid und Ostrontetraacetyl- 
clucosid hergestellt und werden nachstehend kurz iber das Ergebnis 
der mit diesen Stotien yorgenommenenh =f schen Stirkebe- 
stimmungen berichten. Das Ostronglucesid enthalt 62.59 9 Ostron, 

das Ostrontetraazetylglucosid 15°), Ostron. 
Wir haben nun die Stiirke der beiden Glicoside gegeniiber 
dem Ostron an erwachsenen, kastrierten. weiblichen Ratten mittels 
der Alley -Doisy-Reaktion bestimmt. Die Stirkebe stlimmungen 


wurden teils bei peroraler Dosis der Stotfe mit det Sonde, tells 
ber purenteraler Zutithrung als subkutane Injektionen vorgenommen. 


Die Stotie wurden per os in wibrig-alkoholischer Lésung zugefiihrt. 


vober die Dosis auf 5 Sondenzufithrungen im Laute yon 48 Stunden 
vertellt wurde. Subkutan zugefiihrt wurden die Stetle teils in 
| elmer einzigen Olinjektion, teils in wiBrig-alkoholischer Lésung, 


die Dosis auf 5 Injektionen von je 0.2 com im Laute von 48 Stunden 
verteilt, gegeben. Von jeder Ratte wurden im Intervall von 
is——-96 Stunden nach der ersten Hormonzutiihrung 5 Vaginalab- 
schabsel genommen. Die wirksame Dosis ist gleich der Stoti- 
menge angvesetzt, welche vollstiindige Kornitikation des Vaginal- 
epithels bei der Hiiltte der Versuchst hervorruft. Die Ergeb- 


nisse sind tus der Tab. I ersichtlich 
































[Die ermittelten Werte zeigen, dab das 


! 
- 4 ] " 
(dstron bel parenterater 7utiihrung weniger AaKtlv Ist ais das rele 
-* > > | r , 1 4 \ 14 : 
q {ostron. Be peroraiel Z7utiihrung qagegel L> hi erhaltnis 


umgekehrt. da sowohl ( Iistroneluc OSLU als ( istrontetra wetViglucosid 


') sich aktiver erweisen als das Ostron selbst. ls Injektionsthera- 
ike 

peutikuin diirften die Glucoside daher ohne Wert sein. Von be- 
Tt A 


1 


} sonderem Interesse ist die gute Wirkung des alneosidisch epundeney 


Ostrons bei peroraler Zufitthrung. Um iiber die Ursache der giinstig 


7 2. 
- . ] ‘ \}., * " 
peroralen Wirkune der Glucoside klarer zu werden, wurden num 
1) 1 a.’ i m 4 } ] 
: an Ratten eine Reihe Injektionen von Ostrontetraacetviglucos 
ind Ostro1 In dis b moralyene una sleichzeitiv al alidit 


Ratten eine Reithe Injektionen in die Portalvene unter Anwendung 
} raat ont ry I- 4\ , y ] Ys ] 
fer bereits beschriebenen Pechmik vVorgenomimen,. [1e Ereebniss 


sind aus der Tab. IT ersichtlich. 





liste ivenase Pos} 1th 
, Venn femoralis Vena porta 


Qistron . ‘: ia mene) 





Qstrontetrancetvigiucosid ( 


n 

o \\ ‘hrend Vor Ostron eime zehnn i crohbere Stott hnge 1n die 

is Vena porta als in die Vena temoralis zugetiihrt werden muB, 

- braucht vom elucosidisch gebundenen Ostron nur eine etwa vier- 

; tache Menge in die Vena porta zugetihrt zu werden: daraus ergibt 

- sich, dak dis Destruktion in der Leber be: dem = treien Ostron 
un gréBten ist. und dab die elucosidische Bindung den peroral 
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gugetiihrten Stotf gut schiitzt. Dieser Sehutz macht 


bei peroraler Zufithrung an kastrierten Maeacus } 


perorale \\ irkune 


Sch Pe 


rhesus-Atten gel 


wenn die Stoffe in einer einzigen Dosis zugefiihrt werd 


ler Tab. IIT ersichtlict 


‘ssa : 
Kreebnisse sind aus ¢ 








Als Matt} der Wirkune sind di llulare 


Vaginalepithel gemiB der bereits beschricbenen Technik?) be: 
Bei Anwendung der benutzten Technik hat das Ostror 
‘tylelueosid, peroral an kastriertet hen Ratten zug 
L.6mal aktiver erwiesen als Ostron. un n kastrierten M; 
esus-Weibchen 3.3mal aktiver. ter Beriicksichtigung des 
dab das Tetraacetylglucos d nur +45 Ostron enthiilt. hat 


tsst i Petraacetvigluc 


von einer 3,6fachen Aktivititssteiverung des 
ithaltenen Ostrons zu spreche 
vorgenommen werden und von einer T.4facher 
lie Messungen an Rh sus-Atfen vorgenommen we 
klinischen Ergebnissen mit Ostrontetraacetvlglucesi 


+ 


Interesse entgecenzusche 


In Ovarian Insufficiency in Women as Indicate by 


Proc. Soe exper. Biol. . ihe 1. {Am.) = 


(gr 


J 

4 
nt 
a 





n, wenn die Messunge 


G. N Papanicolas 4 Shorr. Aetior f Ovarian Fol 


~ 
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Uber die Haltbarkeit von Dijodtyrosin-Liésunge 


?)} 
ai 


y 


hurt Kraft und Ferdinand Dengel 


I 
\ g 
i) ~ o g (y yt 
| 1 : } 
Durch die interessunten Untersuchunes m Mu ! 
: . . 
ir der Beweis erbrach orden, dab unter neungel 
+ 
Qe | eee Myre : +s} = ae > ‘ ; 
Wiodatyrosin in thyroxin ubergehen kann. Wurelh b Ing eln 
wibric Y) T)3) 1+ r 1? | } Wmnea lie 17 \ 1111 } t TY r) | } 
Wabrigen L/ijJOatvrosih-losunge, ale €elnb AQulvalen romiau 


enthielt, waren innerhalb 14 Tagen 02°). Thvroxin entstunden. Da 


aus verschiedenen Beobachtungen geschlossen wurde, dali Dijod- 
tyrosin im Organismus dem Thvroxin entgegenwirken kat), er- 


schien es wichtig zu untersuchen, unter welchen Bedingungen det 
Ubergang von [yijodtvrosin in Thyroxin vermieden wird, 
Dijodtyrosin ein viel gebrauchtes Therapeutikuin ber Thyreotos:- 


t 


kosen ist. wo es insbesondere dem iibermiibig ausgeschiit 
Schilddriisenhormen entgegenwirken soll. Die perorale Apphkati 
bringt das Dijodtyrosin mit der Salzsiiure des Magens in Ver 
bindung und auberdem lingere Zeit unter die alkalische Eim- 
wirkung des Darmes. Die Gefahr emer Umlagerung in Thyroxi 
erscheint dabei be sonders eroB, wenn man beriicksichtigt. dats dir 
Kinwirkung bei 37° vor sich geht und Fermente einen fordernden 
Kintlufs ausiiben kénnen. 

Ks mukte deshalb von Vorteil erscheinen, das Dijodtyrosin 
parenteral unter Umgehung des Magendarmtraktes zuzutihren 
wobei geeignete Lisungen herauszutinden waren. In reinem Wasser 
list sich I ijodtyrosin so wenig, dab damit keine tiir therapeutisehe 
Verwendung geeignete Konzentration erzielt werden kann. Bei 
Zusatz von 1 Mol Siiure. steigt zwar die Léslichkeit. erreicht aber 
immer noch nicht den gewiinschten Grad. Bei Versuehen unter 


Diese Z. 261, 253 (193%). 
Abelin. Klin. Wsebr. 10, 22 45] Literntur- Ubersicht ou 


Ch. Bomskoy. Methodik der Hormontorschung 137, 10 S. 36 if, 
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Verwendung von je | Mol Halogenwasserstottsaure, Salpetersiure, 
Schwetelsiiure. Phosphorsiiure, Uberchlorsiiture und einigen organi- 


schen Siren erhielten wir nur dann Losungen, dhe auch 11) der 


Kiilte stabil waren, wenn ehalt an Dijodtvrosin unter 0,5” 
lag. Hainan komint, dafi uh durch Siiurezusatz het stellte Diod- 
sinldsungen bein Sterilisieren allmihlich zersetzen, so dab sie 
fil as apeutische Verwendung ungeeignet sind. Selbst wen die 
Sterilisierung bei miedriger Temperatur (zB. durch Filtration ode 


Bestrahlune) vorgenommen wiirde, libt doch dies 
aut die aus der Zersetzlichkeit beim Erhitzen geschlossen werden 
kann, befiirchten, dab sie sich auch bei medrigen Vemperaturen 
nach lingerem Lagern ungiinstig auswirkt. 

Spielend list . 


ich bekanntlich Dijodtyrosin bei alkalischer 
Reaktion, und wir konnten in einem unter den von Mutzen- 


becher angegebenen Bedingungen!) angesetzten Versuch, bei dem 
Dijodtyrosin mit einem \quivalent Natronlauge 2 Wochen lang 
auf 37° gehalten wurde, O,18°)) Thyroxin isolheren und damit 
dessen Angaben bestiitigen. Diese Lisung erweist sich also infolge 
der Bildung von ‘Phyroxin als wenig geeignet fiir die Therapie. 
lie entstehenden Thvroxinmengen sind zwar relativ klein, da 
aber die therapeutisch verwendeten Dosen von [ijodtyrosin bis 
zu mehreren 100mg pro die betragen, kOnnen sie sich doch sehr 
unangenehm bemerkbar machen, zumal Thyroxin in ungleich ge- 
ringeren Dosen wirkt. Es wird im allgemeinen nur in Dosen von 
Bruchteilen von Milligrammen bis zu wenigen mg pro die verordnet. 
besonders deutlich zelgte sich die Zersetzlichkeit der Dijod- 
tvrosinlésung mit 1 Mol Alkali beim Sterilisieren in der # 
Kes tritt dabei eine starke Braunfiirbunge auf. die aut tiefereife 


Verinderungen schheben libt. Wir haben heispielsw eise 


20 ge wiibrige Losung des Mono-Natriumsalzes des Dnodtvro ns 
eine Stunde aut 100° erhitzt und dabei eine \bspaltung QO} he} 


au le dés Jodes als Jodid gefunden. KF reies Jod tritt dabei nicht 
mf: die Braunfiirbunge mui also anderen Zersetzunesr 


YSreaktl 
zugeschrieben werden, 

\\ ir untersue hten nul die Verhiiltnisse bel elmer Versehiel ung 
aes Pai nach der alkalischen Seite und stellten Zu unsere} lber- 
raschung fest. dali die Bestindigkeit gegeniiher Erhitzunge zunimint. 
jy mehr Alkali zugesetzt wird. Unter ¢leichen Bedingungen zeigt 


z.B. eine Dijodtyrosiniésung mit 1.5 Mol NaOH eine Zersetzung, 











Uber die Haltbarkeit yon Dijodtvrosin-Losunge: 


die bei etwa 10° 


9 Hegt 


. Wwihrend ber Verwendung 


Alkali, also einer Lisung des Dinatriumsalzes dn der 


ist), die Zersetzung nur 1.5"). betriigt. 
geringer, wenn 2,1 Mol Natronlaug 
Nachstehende 


ait 


lic Sc noch 1} 
Kurve veranschaull nt aie \pbar 


Jodidspaltung von der Alkalikonzentration nter 
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steivender Alkalimengen nimmt die prozentuale Menge 


o 
Jodid abgespaltenen Jods sehnell und leichmiibig bis 
05° ab. Dieser Wert wird bei 2,1 Mol Natronlauge erreicht 
bleibt auch hey stiirkeret Alkealitiit praktiseh ly stelien,. 

Man kommt aut diese Weise durch die Verwendung 
mehr als 2.1 Mol Alkali zu Losunver de 


setzungserschen I 


uve Zugelugt 


} ? 
beziiglich dieser 


T*] 
t berraschenderwelse 


140) 


> Mol 


sowohl die 
phenolische OH-Gruppe als auch die Carboxylgruppe neutralisiert 


wird 


verden 
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Kinen fihnlichen Verlauf zeigt die kurvenmiibige Ertassung 
der Abhingigkeit des Extinktions-Koeftizienten der Dijodtyresin- 
lisung vom Alkaligehalt nach 1 stiindigem Erhitzen auf 100". 
Wihrend bei einer Alkalimenge, die 1—1,1 Mol NaOH entspricht. 
beim Erhitzen eine sehr starke Braunfiirbung auttritt. nimmt 
diese immer mehr ab, je héher der Alkaligehalt wird. bei einem 
(rehalt von 2.1 Mol NaOH verfirbt sich die Lésung nach ein- 
stiindigem Krhitzen praktisch nicht mehr. 
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Abhangigkeit s Extinktionskoettizienten Jo. einer 2 igen alkaliscl ; 
von 1-Dijodtyrosin vom Alkaligehalf nach i stiindigem Erhitzen 
Der Extinktionskoeffizient ist direkt proportional der Konzentration des beim J 


entstehenden gefarbten Zersetzungsproduktes 


Fiir den eigenartigen Knick in der Kurve 2 bei 1.2—1.5 Mol 
NaOH haben wir noch keine Erklirung: dafiir, dab er nicht. auf 
Versuchs- oder MeBtehlern beruht. spricht, dab er bei verschiedenen 
Ansiitzen festgestellt wurde. 

Mit dieser Thermostabilitiit der Lésung yon Dijodtyrosin in 


ol Alkali und = dariiber verschwindet gleichzeitig auch die 


\ 
il 


») 
) 
’ 


I 
lung von Thyroxin. Bei einem Versuch, in dem 20 ¢ Dijod- 





























Uber die Haltbarkeit von Dijodtyrosin- Losungen 15] 
tvrosin mit 2 Aquivalenten Natronlauge in wiibriger Losung analog 
dem von Mutzenbecher beschriebenen Versuch bebriitet wurden, 
konnte kein Thyroxin gefunden werden. In dieser Lésung ist also 
eine Form gefunden, die die’ Méghchkeit der parenteralen Ver- 
abfoloung gewiihrleistet. da sie geniigend hohe Konzentrationen 
erlaubt und bei der Sterilisierung bzw. beim Lagern keine Zer- 
setzungen betiirchten lit, andererseits ist lnerdurch auch die 
Moglichkeit zur Bildung von Thyroxin in der Loisung weitgehend 
-erhindert. 
Versuche 
Herstellung von wafrigen Losungen von |] Dijodtyrosin mittels 


1 


Sauren. 0.2165 ¢ ]-Dijodtyrosin Mol) wurden tm Erlemmeverkolbchen 
mit oO cem n 1lO-Salzsiiure Mol) tibergossen, durch Erwiirmen in Losung 
cebracht und mit Wasser auf ein Volumen von 45,5 cem autgetiillt Bein 
Erkalten sehied sich aus der stark sauren Lésung Yay >?) ein erheblicher 
Feil des Dijodtvrosins in teinen Krvystallflittern wieder aus. die bei 200 
schmolzen. Die Nonzentration der Lésung an Dijodty rositi tT «ie nach be 
triichtlich g@eringer als 0.5 

Entsprechende Versuche wurden unternommen init) Bromwasserstotf 


~filire Jodwasserstottsiiure. Schwetelsiure. Salpet rsiiure. o-Phosphorsisiure 
Uberchlorsiiure. Ameisensiiure, Essigsiiure, Milehsiure, Weinsiure. Ascorbin 
siure. In allen Fallen schieden sich beim Abkiihlen einer 0. ven Dijod 


rosinlOsunge wieder grébere Mengen davon aus 


Versuch zur Herstellung von Thyroxin aus Dijodtyrosin. 2 
-Pijodty rosin wurden in 92.18 eem |l-n-Natronlauge 2 Mol gelést 1 
Liter Gesamtvolumen mit Wasser sutgetillt und 20 Tage bei 3% im Brut 
sehrank stehen gelassen. Dann wurde mit Wasser aut 5 Liter Gesamtyvolumen 


verdiinnt. Die hellgelbe Lésung wurde mit Sehwefelsiiure schwach an 
resiiuert und die entstandene tlockige Abscheidune sbzentritugiert und in 


} 


QQ e¢em 2-n-Natronlange gelést. Entsprechend der Vorschritt von Mutzen- oe 
mher (aca. O.) wurde dann inehrmals ino der angegebenen Weise mit ae 
Butvilalkohol extrahiert, die Losungen im Vakuum zur Trockne verdampft ” 
i der Riiekstand ait SO eem Wasser aufgenommen und mit Essigsiiure 
ingesiiuert. Dabei sehied sich im Gegensatz zu einem Versueh. der unfer 
Torwendung von | Mol Alkah vorgenommen wurde, nur ein ganz gering 

fiigiger Niederschlag ab. der zentritugtert und in wenig 0.1 n-KNaliumearbonat 


Osune hei reiost wurde, Beim Eerkalten schied sich kein Thyroxin 
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Uber den Thiozucker der Hefe 


Gerhard Wendt 


Die von U. Suzuki! aus Hete isolierte Adenylthiomethyl- 


pentose (Schmelzp. 212°) zerfallt bei der Hydrolyse durch Siiuren 


in Adenin und in einen schwefelhaltigen Zucker, C,H,,O.S. det 


durch eine Reihe schén krystallisierender Derivate gekennzeichnet 
wurde. Die japanischen Forscher!) sprachen ihn als Aldose de) 
Formel | an. doch sind thre Ergebnisse ebensogut mit Formel I] 
vereinbar. Nach | wiirde die Konstitution der Adenylthiomethyl- 
pentose derjenigen der Muskeladenylsiiure (5'-Derivat des Adeno- 
sins) entsprechen, nach I] dagegenu derjenigen det Heteadenyl- 
siure (3’-Derivat) DP. Levene und H. Sobotka*) schlossen aus 
der Inditterenz gegen Brom. dab der Thiozucker der Hetfe eine 
Ketose ist. fiir die sie die Formeln II] bzw. IV vorschlugen 
CHO CHO CH,OH CHO 


(oti Oy] 
CLOT CHOOT C ‘ 


1 CHOOT Il CHSCH Ht CHSCH Iy CHOCH 


CHOOT CHO CHOd CULOyy 


CH.SCH CH.OH CH CH 
Bei der Titration nach Willstiitter-Scehudel fanden wir. 
daB der Thiozueker genau 2 Mole (4 Atome) lod verbraucht. Ks 


ist daber ohne EimfluB, ob die Einwirkunesdauer des Hypojodit 
tur 15 Minuten betrigt oder aut 50 Minuten ausgedelhnt wird. 


Die Reaktion ist schart st6échiometrisch., Die WKlirune der Fy 


U. Suzuki, S. Odake u. T. Mori, Biochem. Z. 154 t8 Qo4 
U. Suzuki u. T. Mori, Biochem. Z. 162, 413 (192: 

P. A. Levene, J. of Biol. Chem. 59, 4t 124): PL ALL ne 
H. Sobotka, J. of Biol. Chem. 65, 551 (192 
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wieso doppelt soviel Jod veibraucht wird wie von einer gewoéhn- 
lichen Aldose, erbrachte die Untersuchung des durch Reduktion 
mit Amalgam erhialtlichen Thiopentits VII (Schmelzp. 118°). Dieser 
verbraucht unter Ubergang in das entsprechende Sulfoxyd VIII 
genau 1 Mol (2 Atome) Jod. Hieraus folgt, daB der Thiozucke: 
eine Aldose ist. Das durch Hypojodit entstehende Oxydations- 
produkt ist die Sulfoxydearbonsiure VI, die U. Suzuki?) durch 
Oxydation des Thfozuckers mit verdiinnter Salpetersiiure bereits 
priiparativ gewonnen hatte (Schmelzp. 183—184°). Die Kinwirkung 
des Hypojodits spielt sich also nach folgenden Gleichungen ab: 


il Ott COOH CHLOT CILOU 
ie 
( : li—C—OIl H—C—OH H—C—0n 
H—C—OH | sj nC—On H--C- OH ,, H-C—oH 
U ——» > 

{] ‘ OH H—C—OH Hi—C— 0H H—C—OH 
H—C Cs, -8-On, CHLSCH CH,—S—CH 

} * 

CHLSCH, f 0 

V VI Vil Vill 


Gegen Formel IV spricht iiberdies, da der ‘Thiopentit gar 
keine der fiir SH-Gruppen charakteristischen Reaktionen zeigt. 
Kine Entscheidung zwischen den Formeln I und If vermag man 
nach Willstitter-Schudel naturgemiB nicht zu erbringen. Sic 
gelingt aber durch Spaltung des Thiopentits mit Bleitetraacetat 
nach R. Criegee. Dabei erhielten wir 0,7—0,9 Mole Formal- 
dehyd, wie es der Formel VII entspricht. Der aus II gebildete 
Thiepentit sollte 2 Mole Formaldehyd liefern, die in Vergleichs- 
versuchen mit Mannit auch erhalten wurden. Die Thiomethyl- 
pentose selbst (V) gab der Erwartung gemiB bei der Spaltung mit 
Bleitetraacetat keinen Formaldehyd. Diese Ergebnisse schlieBen 
die 3-Stellung der SCH,-Gruppe aus. 

Die 2-Stellung der SCH,-Gruppe ist schon durch die Osazon- 
bildung des Zuckers, bei der -diese Gruppe unversehrt bleibt, 
ausgeschlossen worden*). Die Moglichkeit, daB die SCH,-Gruppe 
am C-Atom 4 haftet, ist dagegen noch nicht experimentell wider- 
legt. Nach A. L. Raymond?) ist das Phenylosazon der von ihm 


gr er a 
*) U. Suzuki, S. Odake u. T. Mori; P. A. Levene; U. Suzuki u. 
T. Mori, aoa. O.; A. L. Raymond, J. of Biol. Chem. 107, $5 (1454). 


bs Or — Ae 1 
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synthetisierten 5-Thiomethylxylose mit dem der Thiomethylpentose 
aus Hefe nicht identisch. 


Wihrend friihere Forscher') bei der Acetylierung des Thio- 
zuckers amorphe Priiparate erhalten hatten, deren Acetylgehalt 
zwischen 2 und 8 lag, gelingt es unter den im Versuchsteil an- 
gegebenen Bedingungen, die reine ‘Triacetyl-thiomethylpentose 
C,,H,,0O,8 zu erhalten, die bei 66—67° schmilzt. 

Was die Konfiguration des Thiozuckers betrifit, so wird man 
mit der Annahme kaum fehlgehen, da® sie derjenigen der d-Ribose 
entspricht, die in so vielen Naturstoffen glykosidisch mit Adenin 
verknipft auftritt. Die Formulierungen V—VIII tragen dieser 
Vorstellung bereits Rechnung. Der Bau der Adenylthiomethyl- 
pentose entspricht danach demjenigen der Muskeladenylsiiure, 
wobei die 5’-stiindige Phosphorsiuregruppe durch Thiomethyl er- 
setzt ist: . 


a ce a 
HC O—N, | OH OW | 
| \ SCH | | | 
N-—C—N7——_C-—_C—C-—_C—CH, SCH, 


i Ww HH 

R. Falconer und J. M. Gulland?*) haben durch Vergleich 
des Absorptionsspektrums der Adenylthiomethylpentose mit 9- 
Methyladenin und Adenosin zeigen kénnen, dab die Thiomethyl- 
pentose am Adenin in 9-Stellung haftet. Es ist wahrscheinlich, 
daB der formellen Analogie zwischen Adenylthiomethylpentose 
und Muskeladenylsiure auch physiologisch-genetische Beziehungen 
entsprechen werden. Die gesicherte Krkenntnis, daB die aus der 
Hefe isolierte schwefelhaltige Substanz in ihrer Konstitution 
nicht der Hefeadenylsaiure zuzucordnen ist, erscheint nicht auf- 
fallend. Denn die Synthese der prosthetischen Gruppe des gelben 
Ferments*) der Hefe hat bewiesen, daB es sich um ein Derivat, 
der d-Ribose-5’-phosphorsiiure handelt, und ebenso ist durch den 
Abbau zu Adenosindiphosphorsiiure auch die Cozymase der Hefe 
als Abkémmling der d-Ribose-5’-phosphorsiiure erkannt worden‘). 


Pp. A. Levene; U. Suzuki u. T. Mori aia. O. 

*) R. Faleoner u. J. M. Gulland, J. Chem. Soe. London 1937, 1912. 

*») R. Kuhn, H. Rudy u. FP. Weygand, Ber. chem. Ges, 69. 1543 
(1936); R. Kuhn u. H. Rudy, Ber. chem. Ges. 69, 1974 (1936). 

*) R. Vestin, F. Schlenk u. H.v. Euler, Ber. chem. Ges. 70, 1369 
(1937). 














Uber den Thiozucker der Hete 


Beschreibung der Versuche 

Titrationen nach Willstatter-Schudel. -- Thiomethyl- 
pentose. 180mg Subst. mit 50 cem n/10-Jod und 75 cem n 10-NaOH, 
Reaktionsdauer 15 Minuten, verbrauchten 39,4 eem n 10 = 1,97 Mole Jod. 

195 mg Subst. mit 87,7 cem n/10-Jod und 131,4 cem n/10-NaOH, Re 
aktionsdauer 20 Minuten, verbrauchten 42,7 cem n/10 = 1,97 Mole Jod. 

177 mg Subst. mit 50 cem n/10-Jod und 75 cem un 10-NaOH, Reaktions- 
dauer 30 Minuten, verbrauchten 38,4 ccm n,10 = 1,95 Mole Jod. 

180 mg Subst. mit SO cem n 10-Jod und 120 cem n 10-NaOH, Reaktions- 
dauer 50 Minuten, verbrauchten 40,4 cem n 10 - 2,02 Mole Jod. 

Thiomethylpentit. Die Substanz war nach U. Suzuki und 
T. Mori’) dargestellt und durch Sublimation unter 10~* mm (Badtemperatur 
100— 110°) gereinigt. Sie schmolz bei 118° (korr.). 

76 mg Subst. mit 20 cem n/10-Jod und 30 cem n 10-NaOH, Reaktions- 
dauer 20 Minuten, verbrauchten 8.9 ccm n/10 = 1,05 Mole Jod. 

Die Elementaranalyse ergab: 3,158 mg Subst. vy = 1,49 cem CH 
(15° Reaktionstemperatur). 


+ 


3.660 mg Subst.: 5,31 mg CO,, 2,56 mg H,O. 





C,H,,0,8 (82,1) Ser, C 39,54 H 7,76 1 akt. II 2,21 
Gef.  ,, 39,57 7,83 ZAo 
Spaltungen mit Bleitetraacetat nach kh. Criegee”’). 
; n 10-Blei- Formaldehyd CH.O 
Substanz ing tetraacetat ghee 
in ¢em Ber.mg Gef.mg | et. Mole 

Thiomethy] 11,830 10,1 1,95 | 1,36 0.70 
pentit 11,066 G4 Pee ioe 0,72 
LO,SLS 9,2 1,79 1.30 0,73 
8.060 6.9 je AS | 1,19 O90 

Thiomethyl 10,880 8.0 | 0.0 0.0 
pentose 11,800 SS r Go 0.0 
Mannit 8,978 6.9 2.96 | 3,00 2,03 














Triacetyl-thiomethylpentose. Sg tiber Phosphorpentoxyd ge- 
trocknete Thiomethylpentose werden durch Erwiirmen in 50 cem absolutem 
Pyridin gelést und mit 19 ecm Essigsiiureanhydrid versetzt. Die Lésung 
bleibt unter FeuchtigkeitsausschIu 20 Stunden bei 18° stehen und wird 
anschlieBend |), Stunde auf dem Dampfbad erhitzt. Hierauf verjagt man 
die Lisungsmittel im Wasserstrahlyakuwm und dampft einige Male mit 
absolutem Alkohol nach. Den Riickstand list man in 60 cem Chloroform 
und schiittelt die Liésung nacheinander 2mal mit 15 cem 2n H,SO,, 4mal 
mit 5faeh verdiinnter gesiittigter wibriger Bicarbonatlésung und 5mal mit 
> Ae 
) Liebigs Ann. 495, 211 (1932). 
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Wasser aus, Dann wird das Chloroform im Vakuum verdamptt, der Riick- 
stand in 95°), igem Alkohol gelist und die alkoholische Lésung durch 
Zusatz von Tierkohle entfiirbt. Beim Anspritzen mit Wasser krystallisiert 
die Acetylverbindung in schénen Blittehen aus, die nach 2maligem Um- 
krystallisieren aus 50°),igem Alkohol konstant bei 66--67° (korr.) sehmelzen. 
3,4 ¢, aus Mutterlauge weitere 1,5 ¢. Zur Analyse wurde | Stunde bei 50° 


und 2 min iiber Pentoxyd cetrocknet. 


Die Acetylverbindung Libt sich im Hochvaknem (8 x 107! mm) bei 
70--SO0° (Aubentemp.) unzersetzt destillieren. 
3,850 mg Subst.: 6,66 me CO,, 2,04 mg H,O. — 4,140 mg Subst.: 
3,104 me BaSO,, 4,110 mg Subst.: 4,0! cem n 100-NaQH (sauer verseift). 
C,.H,,0;S8 (806,2) 
Ber. C 47,03 H 5,92 S 10,4. CH,CO 42,15 
Gef. ., 47,18 » 5,93 » 10,30 » 42,20. 


Fri. L. Wirth danke ich fiir wertvolle Hilfe. 











Uber die KCN- und NaF-Hemmung der Garung 
mit besonderer Beriicksichtigung 
der Metalle als Aktivatoren der Fermente 


Vou 


L. Massart und Rh. Dufait 


Mit 1 Figur im Text 


tAus dem Physiologiseh-chemischen Laboratorium der tieriirztlichen Schule 
Universitat Gent (Belgien)] 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29, Oktober 1941) 


Aut Anregung von Szent-Gyoérgyi fingen wir vor 5 Jahren 
eine Untersuchung an iiber bestimmte Substanzen, deren hemmende 
Wirkung auf die Fermente bekannt war, und zwar besonders 
iiber Nak. Der leitende Gedanke dieser Untersuchung war, dab 
viele Fermente als Metallproteide betrachtet werden miissen. 
Nak kénnte in dtacher Weise die Fermente hemmen: 

1. durch Bildung von Komplexen “mit 3wertigen Metalien 
wie Mn, Fe: 

2. durch Bildung von Komplexen mit 2 wertigen Metallen, 
besonders Mg; in Fermentsystemen, wo diese Metalle die prosthetische 
Gruppe bilden, kénnte Nak eine hemmende Wirkung ausiiben; 

3. durch seine besondere Stelle in den Hotfmeisterschen 
Reihen. Diese letzte Hypothese wurde durch Haldane!) auf- 
vestelit und durch viele Forscher angenommen, durch andere 
jedoch abgelehnt |Pett und Wynn*)), 

Die schiéne Untersuchung von Szent-Gyorgyi u. a. iiber 
Komplexbildung*) war fiir uns eine Andeutung, dai die Metalle 
im Fermentgeschehen eine weit gréBere Rolle spielen als bisher 
angenommen wurde, und yerstirkte die Uberzeugung, die durch NaF 
hervorgerufene Hemmung der Fermententwicklung sei einfach ver- 
ursacht durch die Beseitigung eines notwendigen Metalls. 

Wir lenkten die Aufmerksamkeit auf die ‘Tatsache, dab ver- 
schiedene Esterasen entweder durch NaF gehemmt oder durch Mg 
aktiviert werden. Wir bewiesen auch, dab die Nak-Hemmung 
der Acetylcholinesterase erklirt werden kann durch die Beseitigung 
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von Mg- oder Ca-Ionen, da dieses Ferment, welches nach Dialyse 
einen Tei! seiner Aktivitiit verliert, durch Mg- oder Ca-lonen 
reaktiviert werden kann‘), Unabhingig davon teilten Mendell u.a. 
einige Wochen spiiter iihnliche Resultate mit®). Nachmansohn®) 
konnte unsere Befunde und diejenigen von Mendell bestitigen. 

Ferner wiesen wir auf die Tatsache hin, daB die Hemmung, 
welche NaF bei verschiedenen Fermenten hervorruft, gréBer wird 
nach der saueren Seite des p,-Optimums. Ein ihnliches Ver- 
halten zeigt der Fluormethiimoglobinkomplex (wo Flucr dem 
Kisenmetall anhaftet): hier bildet sich der Komplex leichter in 
sauerem Milieu‘). 

Ks ist selbstverstiindlich, daB man nicht jede Fluoridhemmung 
a priori als Beweis fiir die Existenz eines Metallproteids ansehen 
darf. Sind jedoch Fluoridhemmung und Aktivierung durch Mg 
(oder ein Metall, das mit Nak’ Komplexe bildet) gleichzeitig nach- 
weisbar, so kann das als eine Andeutung fiir die Metallnatur des 
Ferments gelten. 

Wir beriicksichtigen weiter die Phosphatasen. Folgende 
Tabelle gibt eine Ubersicht der Hemmungs- und Aktivierungs- 
erscheinungen, bevor wir unsere Untersuchungen anfingen, und 
duneben die heutige Sachlage. 

















Vor arent Heutige Sachlage 
Untersuchung ad 
Ferment Ursprung] py opt. —s a 
] Sf} Pu % Ilem Aktiva- Hem Aktiva 
mungs- Peta mungs- cae 
mittel mittel 
Alkalische Niere 0 KCN >) Mg") |KCN-ILS Mg, Co, 
Phosphatase Zn, usw.'') 
Alkalische Leber 9 Nak Mc”) Nak Co, Ni, 
Phosphatase Mg, usw.!') 
Neutrale Hefe 6 Nak Me Mn") Nak Mg, Mn, 
Phosphatase Co, usw.!”) 
Saure Hefe { Nak Nak 
Phosphatase 


Man bemerkt, dab die neutrale Hefephosphatase durch Nak 
gehemmt und durch Mg und Mn aktiviert wird. Wir konnten 
auch eine Aktivierung durch Co’, Ni’, und Fe” feststellen }*). 
Nunmehr war es eine passende Gelegenheit, zu beweisen, daB die 
Nak-Hemmung auf eine Beseitigung von Mg-lonen zuriickzufiihren 
ist. Falls die NaF-Hemmung wirklich durch die besondere Stelle 
von NaF in den Hoffmeisterschen Reihen veranlaBt wird, so 


tee 
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miissen die Mg-, Mn- und Co-Phosphatasen gleich stark gehemmt 
werden. Andererseits, wenn NaF seine Hemmung ausiibt durch 
eine Komplexbildung mit Mg, dann mu die Mg-Phosphatase 
starker gehemmt werden als die Mn- und Co-Phosphatase, da NaF 
keine Komplexe mit Mn” und Co” bildet. Dies konnten wir in 
der Tat feststellen, mit anderen Worten die natiirlich vorkommende 
Hefephosphatase muB als eine Mg-Phosphatase betrachtet werden. 
Dab auch auf die Mn-Phosphatase durch NaF eine gewisse Hemmung 
ausgeiibt wird, ist dadurch bedingt, daB durch Dialyse die Mg-Ione: 
nicht vollig entfernt werden kénnen. Im selben Gedankengang 
kann man sagen, dab die Co-Phosphatase durch KCN gehemmt 
werden mub, da KCN mit Co” Komplexe bildet [vgl. Tab. [ sowie 
unsere friiheren Verdffentlichungen !%)], 

Unter demselben Gesichtspunkt betrachteten wir die alkalische 
Nierenphosphatase, welche durch KCN gehemmt und durch Mg 
aktiviert wird. Die KC@N-Hemmung von gewissen Fermenten kanu 
auch einer Cyanhydrinbildung mit einer Aldehyd- oder Ketogruppe 
des kolloidalen Triigers zugeschrieben werden. Nun fanden wir: 

1. daB diejenigen Fermente, welche durch KCN wegen Cyan- 
hydrinbildung gehemmt werden, auch durch andere Aldehyd- und 
Ketonreagentien(Hydroxylamin, Semicarbazid) gehemmt werden. Kin 
derartiges Verhalten zeigt die Aldehyddehydrogenase der Milch; 

2. dab die alkalische Nierenphosphatase nicht durch Hydroxy!- 
unin und Semicarbazid beeiniluBt wird. 

Daher war es sehr wahrscheinlich, dai die alkalische Nieren- 
phosphatase ein Metallproteid darstelle: das natiirlich vorkommende 
Metall kann jedoch nicht Mg, sondern muf ein Schwermetall sein. 
Kerner priiften wir H,S, welches auch die Schwermetallkatalyse 
hemmt, und fanden, dab es ebenfalls die alkalische Nierenphos- 
pliatase beeintriichtigt!. Um die Frage, welches das natiirlich 
vorkommende Metall sei, zu lésen, untersuchten wir, spektro- 
graphisch und chemisch mittels der Dithizonreaktion, eine hocli- 
vereinigte alkalische Nierenphosphatase [nach Albers '*)| und er- 
mittelten einen sehr hohen Zinkgehalt!*). Daher betrachteten wir 
die natiirlich vorkommende alkalische Nierenphosphatase als ein 
Zinkproteid. 

Inzwischen hat Cloetens!®) bewiesen, da durch Dialyse 
gegen KCN die alkalische Nierenphosphatase voéllig von Metall- 
ionen befreit werden kann, und daB das Zn-proteid alle Kigen- 
schaften des natiirlich vorkommenden Ferments zeigt. Cloetens 
vertritt die Meinung, daB die Phosphatasen ,,Zweimetallsysteme* sind. 
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Die alkoholische Girung wird durch NaF und KCN gehemmt. 
Lie Nak-Hemmung geht auf die Enolase zuriick; die KCN-Hemmung 
ist bisher nicht lokalisiert worden. Nach Warburg?®) soll die 
KON-Hemmung die Schwermetallkatalyse der Girung beweisen, 
genau wie sie diese in der Atmung bewiesen hat. Unserer Meinung 
nach muBte auch hier die NaF-Hemmung der Enolase der Be- 
seitigung eines notwendigen Metalls zugeschrieben werden, Hiner 
von uns (R. Dufait) priifte diese Hypothese zusammen mit 
P. Ohimeyer im Institut fir Physiol-Chemie in ‘Tiibingen”). 
Ohimeyer und Dufait!”) konnten feststellen, daB durch Elektro- 
diulyse die Knolase (aus Schweinemuskel) den gréften Teil ihrer 
Wirksamkeit einbiiBt, jedoch durch Mg reaktiviert wird. Dies 
steht in vollem Kinklang mit unserer Arbeitshypothese: NaF hemmt, 
da es Mg beseitigt. Die Knolase ist daher als cin Mg-Proteid 
zu betrachten. Anderseits tiben Ca” und Sr” eine starke Hemmung 
aus: was als eine kompetitive Hemmung zu deuten ist. 

Diese Arbeit von Ohlmeyer und Dufait!) wurde kurz 
danach in gliinzender Weise durch Warburg und Christian!) 
hestiitigt. Schon einige Tage nach Erscheinen der Arbeit von 
Ohimeyer und Dufait!) meldeten diese Untersucher, dab sie 
die Enolase gereinigt und kristallisiert hatten und so endgiiltig 
beweisen konnten, daf die Enolase ein Mg-Proteid darstelit. Zugleich 
wurde der Mechanismus der Nalk’-Hemmung genau erdrtert: diese 
Hemmung ist der Bildung von Mg-Fluorphosphat}*) zuzuschreiben, 
welches an der Apoenolase dissoziierend gebunden sitzt und diese 
katalytisch unwirksam macht. 

Die KCN-Hemmung der alkoholischen Girung ist niemals 
lokalisiert worden. Warburg und Negelein!*) fanden, dali auch 
H,S und NO die alkoholische Giirung hemmen, und behaupteten, 
daB hier auch eine Schwermetallkatalyse in Frage kommt. Nach 
Patterson") verursacht diese Hemmung zuniichst eine Ver- 
langerung der Induktionsphase, die finale Menge von Alkohol 
und CO, soll dabei dieselbe geblieben sein. Dieser Autor meint, 
daB die Phosphorylierung beeinfluBt wird. Zuckerkandl und 
Messiner-Klebermass?!) fanden eine Hemmung der alkoholi- 
schen Girung von Hefezellen unter dem EinfluB von @-¢’-Phenan- 
trolin, und schreiben diese einer Komplexbildung mit locker ge- 
bundenem Eisen zu. Da wir nicht iiher ¢-c’-Phenantrolin ver- 


*) Einer von uns, R. Dufait, dankt zugleieh der A. yon Humboldt 
stiftung, welche ihm ermdglichte, diese Untersuchung in Tiibingen auszufiihren. 
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fiigten, benutzten wir einen anderen Komplexbildner, von diesen 
Forschern empfohlen, nimlich: ¢-@’-Dipyridyl. Wir wiederholten 
ihre Versuche an Lebedewsaft, mit Glucose und Glykogen als 
Substrat. Doch beobachteten wir eher eine Aktivierung, und nie- 
mals eine Hemmung (Tab. 1D. Wohl konnten wir feststellen, dab 
sich in unserem Lebedewsatft ein locker gebundenes Metall be- 
tindet, welches mit ¢-q@-Dipyridyl einen roten Nomplex bildet, 
und -Wahrscheinlich Iisen ist. 

Um die KCN-Hemmung za lokalisieren, haben wir nach- 
ejnander die verschiedenen Substrate der alkoholischen Girung 
untersucht, von Glykogen und Glucose ab bis zu Phospho- 
brenztraubensiiure. So konnten wir feststellen: 

1. da® mit Glueose als Substrat die alkoholische Girung 
cehemmt wird. Dieses ist allerdings nur eine Bestitigung der 
Betunde von Warburg und Negelein!® ™: 

2. dab mit Glykegen. Coriester und Hexosediphosphat als 
Substrat die Hemmuneg bestehen bleibt (Tab. LD: 

3. daB die Hemmung nicht auf die Bildung von Negelein- 
ester zuriickgeht. Die Vergiirung von Hexosediphosphat wird durch 
Arseniat beschleunigt: diese Beschleunigung ist durch die Aut- 
hebung des Zusammenhangs zwischen Phosphorylierung und Oxydo- 
Reduktion verursacht. Arseniat wird in einer nicht-enzymatischen 
Reaktion am Ifischerester gebunden. In Gegenwart von KCN ist 
wohl die Vergirung von Hexosediphosphat verzégert., aber man 
merkt deuthch die Aktivierung durch Arseniat, mit anderen 
Worten die enzymatische Reaktion der Bindung eines zweiten 
Phosphatmolekiils am Fischerester wird durch KCN nicht be- 
emfluBt, weil durch Arseniat diese Reaktion ausgeschaltet wird 
und die KCN-Hemmung doch bestehen bleibt (Tab. IV); 

4, daB die Hemmung nicht zuriickzufiihren ist auf eine der 
Reaktionen, welche sich zwischen der Bildung von Hexosediphos- 
phat und der von Phosphoglycerinsiiure befinden. Zum Beweis 
dafiir hemmten wir die Umwandlung von Phosphoglycerinsiiure 
und maken die Bildung dieser Siiure in einem Bicarbonatmilieu 
(Tab. V): 

5. daf die Hemmung bestehen bleibt, wenn Phosphoglycerin- 
Siure als Substrat angewendet wird (Tab. VI): 

6. dab die Hemmung bestehen bleibt, wenn Phosphobrenz- 
traubensiiure als Substrat angewendet wird (Tab. VIT). Auch H,S 
hemmt die Vergiirung von Phosphobrenztraubensiiure (Tab, .X). 
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Also sind wir der Lokalisation der Hemmung sehr nahegekommen. 
In der Tat, es bleiben nur folgende Reaktionen iibrig: 


1, 2Phosphobrenztraubensiiure + Adenylsiiure = 2 Brenztraubensiiure + ATP. 


Il. Brenztraubensiiure > Acetaldehyd + CO,. 


Reaktion Il kann ausgeschlossen werden, da sie nicht KCN- 
empfindlich ist. 


Reaktion I ist die Grundreaktion der Umesterung, wenn ilr 
Reaktion IIT folgt. 


HI. 2 Glucose (bzw. 2 Hexosemonophosphat) + ATP = Adenylsiiure 


+ 2 Hexosemonophosphat (bzw. 2 Hexosediphosphat). 


Nun stellte es sich heraus, daB die Umesterung, durch niclit- 
dialysierten, monojodessigsiiure-vergifteten Lebedewsaft hervor- 
geruten, durch KCN und H,8 gehemmt wird (Tab. VIII); diese 
Umesterung wird also durch ein Schwermetall katalysiert. 

Reaktion I wird durch ein Ferment, von Parnas Phospho- 
brenztraubensiiure—Adenylsiiure—Phosphopherase genannt, kataly- 
siert; nach Lohman wird dieses Ferment durch Mg’) aktiviert. 
Wir konnten feststellen, daB Mn eine griBere Aktivierung hervor- 
raft und daB auch Zn katalysiert. 

Reaktion Il] wird durch ein Ferment, das wir nach Parnas 
ATP-Glucose-Phosphopherase nennen, katalysiert. Nach Bauer’) 
wird es durch Me aktiviert. 

Die totale Umesterung wird durch diese 2 Fermente kata- 
lysiert; nach Ohlmeyer und Ochoa*) wird sie durch Mg und 
Mn aktiviert, wobei Mn eine weit gréBere Aktivierung ausiibt. 
Wir konnten feststellen, dab auch andere Metallionen wie Co, Ni, 
Zn, Ke", Cd die Umesterung aktivieren (Ie aktiviert nicht). Diese 
Umesterung kann man leicht hervorrufen mit dialysiertem Lebe- 
dewsatt, Adenylsiiure, Phosphobrenztraubensiiure, Glucose (oder 
Hexosemonophosphat) und den erwiihnten Metallen. Unsere Be- 
funde mit Ni sind schon anderswo verofientlicht worden *>) (Tab. 1X 
gibt weitere Resultate’. 


Die 'Tatsache, daB die Vergiirung von Phosphobrenztrauben- 
siiure und die Umesterung fiir KCN und H,S empfindlich sind, 
beweist, daB in der Natur dieses Ferment mittels eines Schwer- 
metalls arbeitet: es besteht also eine Verbindung zwischen dem 
Apoferment und dem Schwermetall. Unserer Meinung nach 
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kommt Zn in Betracht; nach Lohman?*’) enthilt Hefe groBe 
Mengen von Zn. 

Wie Szent-Gyoérgyi*) vorausgesehen hat, wird die Reihe 
der Metallproteide, welche als Fermente wirksam sind, immer 
gréBer. Heute wissen wir, dab die Kohlensiureanhydratase ein 
Zn-Proteid®*), die Enolase ein Mg-Proteid, die Carboxylase ein 
Mg-Cocarboxylase- Proteid ist’’) Wir kénnen auch bebaupten, 
dab die alkalische Nierenphosphatase ein Zn-Proteid, die alkali- 
sche Leberphosphatase I ein Mg-Proteid, die neutrale Hefephos- 
phatase ein Mg-Proteid ist. Nach Edlbacher?’) ist die Arginase 
ein Mn-Proteid, obwohl Co und Ni das Mn ersetzen kénnen. Dies 
stimmt iiberein mit der Tatsache, daB die Arginase nicht KCN- 
emptindlich ist: denn KCN bildet wohl Komplexe mit Ni und Co, 
aber nicht mit Mn. Auch die Acetylcholinesterase soll ein Mg- 
oder Ca-Proteid darstellen. Die Meinung Jungs”*®), die Aktivierung 
durch zweiwertige Metalle sei durch vage kolloid-chemische Ein- 
fliisse bedingt, ist zu verwerfen. 

Bei einer Ubersicht der Literatur der Aktivierungserschei- 
nungen durch Metalle fillt auf, dai die Dipeptidasen aus Hete 
durch verschiedene Jonen aktiviert werden, und daB sie durch 
KCN und H,S gehemmt werden. Die Vermutung, da8 hier auch 
Schwermetall-Proteide vorliegen, hegt nahe. 

Es ist auffallend, dab die Mehrzahl der Esterasen durch Nal 
gehemmt werden. Wir sind iiberzeugt, dab hier auch noch 
Metallwirkungen ans Licht kommen werden, wie es z. B. Will- 
stiitter®!) schon lange fiir die Chlorophyllase gezeigt hat. Die 
Natur arbeitet vielfach mit demselben Mechanismus fiir aéhnliche 
Reaktionen. 

Folgende Tatsachen verdienen auch Aufmerksamkeit: 

1. die hemmenden Substanzen der Metallkatalyse sind immer 
kleine organische Molekiile wie H,S, KCN, NaF, CO, NaN,, ob- 
wohl gréBere organische Molekiile weit festere Komplexe mit 
den Metallen bilden; 

2. die Fermente, welche eine kleine prosthetische Gruppe 
besitzen (sei es eine anorganische, z. B. ein Metall, sei es eine 
organische, z. 5. Cozymase, Alloxazingruppe), wirken auf Substrat- 
molekiile mit niedrigem Molekulargewicht ein. Besitzt das Sub- 
strat ein hohes Molekulargewicht (Proteine, Stirke), so sind hier 
Fermente vorhanden, welche keine prosthetische Gruppe zeigen. 
(Pepsine usw.). 
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Experimenteller Teil 


I Hemmungen und Aktivierungen der llefephosphatase 


vel. such unsere Resultate in!) 


Fermentpriiparat: Trockenhefe extrahiert mit Wasser bei 37° und dann 
dialvstert. 


Messungen bei py, 6.0 und 37° 


Die Versuche wurden auf folgende Weise ausgefiihrt: 0 cem Fer 
ment + 5 cem Acetatputfer, py 6,0: 2,5 cem §-Natriumglycerophosphat 2,25 ° , : 


2 eem Aq. bzw. 2cem Hemmungsmittel oder Aktivator bzw. 1 cem Akti 


vator + leem Hemmungsmittel. Enteiweibung mit Trichloressigsiure nach 
Beendigunge des Versuehs. Bestimmung des anorganischen Phosphats mech 
Kuttner und Lichtenstein (J. of. Biol. Chem. S86, 671 (1950). 


Tabelle I 
Die Resultate sind ausgedriickt in y P. 
Konzentration des Aktivators m/1000, des Hemmungsmittels m, 100 











OHNO ARGVStOD . «46 4 « « 2,0 2,6 
Ohne Aktivator + NaF... . O.5 0,0 
Mit Mg als Aktivator. . . .. 16,5 14,2 
Mat Me + Nak 61 6 be es 0,0 0,0 
Mit Co als Aktivator. . . . . 21,5 18.7 
Mit Co: NSE... 6 2 ee ws 3,9 ae 
Mit Mn als Aktivator. . 2. . 6.9 pe 
Wine Wi NEE bk ee eS Zi) 2,0 
Ohne Aktivator ee a eee 2.8 2,D 
Ohne Aktivator + KCN... . 2,9 2,9 
Mit Mg als Aktivator. ms 15,2 14,1 
Mit Me +KON ....2-+.-. 15,7 14,1 
Mit Co als Aktivator. . 17,0 ts 
Mit Co + RON ....... 2,9 2,4 
Mit Mn als Aktivator. .. : hse 6.5 
Mat Bin + KON... 3. « % 7.) 5.8 


Diese Tabelle zeigt: 

1. da®B die Co-Aktivierung véllig aufgehoben wird durch KCN: die 
Mn- und die Mg-Aktivierung werden nicht beeintlubt: 

2. dab die Mg-Aktivierung voéllig aufgehoben wird durch Nak: die 
Mn- und die Co-Aktivierung werden beeintriichtigt, aber weniger stark als 
die Mg-Aktivierung. Dies ist leicht verstiindlich, wenn man annimmt, dali 
die Hefephosphatase ein Mg-Proteid ist, weleches durch Dialyse niemals 
vollig von Me befreit wird; Nal’ mu also immer hemmen. 


Ht. Die Einwirkung von a@-e-Dipyridyl]l auf die alkoholisehe 
Giirung des Lebedewsaftes 


Die Warburggefiibe enthielten: 1 ccm Lebedewsaft, 0,7 cem Wasser 
bzw. «-e«’-Dipyridyl (Endkonzentration 1: 1000) und 0,3 e¢cm Glucose (End- 
konzentration m/50). Wir geben die Resultate eines Versuchs ohne und 
mit Zusatz von Hexosediphosphat (1,5 mg). 
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Tabelle U 


Resultate in emm CO,; Temp. 28° 











ft oun’ Ohne Hexosediphosphat Mit Hexosediphosphat 

Zeit in = 

Minuten ohne mit ohne init 

Dipyridy] Dipyridy] Dipyridy| Dipyridy! 
5 ) 8] 6 () 

13 7) 1) LZ { 
30) 6 be 22 a 
30 1S DS 1S 154 
40 30 34 Ss 266 
0) 4S 210 122 354 
60 Td 266 228 146 
Die 'Tabelle zeict, dab a-a’-] Jipvridy 1 die Ve reirune nicht hemunt, ya 


sogvar eine Beschleunigung hervorruft. 


Il. Die Einwirkung von KCN auf die Vergérung von Glykogen, 
Coriester und Hexosediphosphat als Substrat 
Die Warburggefiibe enthielten: 1,0 cem Lebedewsaft, 0,7 com Wasser 
bzw. KCN (Endkonzentration m 100), 0,3 cem Glykogen 3.5° 
1°, oder Hexosediphosphat 10°, als Ca-Salz berechnet. 


, oder Coriester 


Tabelle Il 


Resultate in cm CO,; Temp. 2s 





ote Mit Glykogen Mit Coriester Mit Hexosediphosphat 
Zeit in . 
Minuten ohne mit ohne | mit ohne mit 
KCN KCN KCN | KCN KCN KCN 
10 0 QO S 0 16 5 
20 S 0 24 6 1S 10 
30 24 i 32 S 62 20 
10 D6 S 64 3 70 24 
oO 32 | 12 40 12 82 32 
G0 286 20 112 12 100 44 











Die Tabelle zeigt, dab KCN eine starke Hemmung ausiibt, das Substrat 
Glykogen, Hexosediphosphat oder Hexosemonophosphat. 


sec 


IV. Die Kinwirkung von Arseniat auf die Vergiirung 
des Hexosediphosphats durch unbehandelten und durch 
KCN-vergifteten Lebedewsaft 
Die Tab. IV zeigt den Inhalt der Warburggefiibe. Endkonzentration 
von Arseniat m D00 yon KCN m 100. Hexosediphosphat: 10°), als Ca- 
Salz berechnet. 
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Tabelle IV 


Resultate in emm CO,; Temp. 28°. 








Zeit in 
Min. 


10 
20 
30 
40 
nO 
HO 
70 
ie) 
GO 
100 





1 eem Lebedew + 0,83 HDP 


0.4 aqua 0,4 aqua 0,4 Arseniat 0, 
0,3 aqua 0,3 KCN 0,3 aqua 0, 
12 > 14 
3 4 23 
47 y 64 
64 9 105 
is 15 154 
SS 18 210 
98 24 257 
112 30 329 
ae 38 392 
145 1D 192 


™ 


Arseniat 
KCN 


Die Resultate werden durch die Figur veranschaulicht. Man stellt fest, 


da®B KCN die Arseniataktivierung verzégert, aber nicht aufhebt. 





s 
r = 
, 














[=| ie al 
ol . 
| 4 _—— — 
Lol | Ye a Poe = 
: a ed 
” 2 
a ee ey | 
a in, | 
20 j ( 80 100 
° = _ Oo = - * = = x 
hne A ACN ohne KON mit KCN 
e Ai af ohne Ars mit Ars Mil Afi 


Das Re- 


aktionsschema der alkoholischen Girung ohne und mit Arseniat enthiilt also 
eine fiir beide gemeinsame Reaktion, die durch KCN gehemmt wird. Die 
Reaktion, die nicht gemeinsam ist (Bindung eines zweiten Phosphatmolekiils 
am Fischerester) ist also nicht KCN-empfindlich. 
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V. Die Einwirkung von KCN auf die Phosphoglycerinsiure- 
bildung aus Hexosediphosphat 

Ansiitze nach Tabelle V. Die Umsetzung von Phosphoglycerinsiiure 
wurde durch Nak n/50 unterdriickt. KCN: Endkonzentration m/100, 28°. 
(;asatmosphiire: 100°, CO,. Bicarbonat, Endkonzentration: 0,05 N. 
diphosphat: 5° 


Hexose 
als Ca-Salz berechnet. 


Tabelle V 


Resultate in emm CO, 











Pe 0,7 cem Lebedew 0.7 cem Biearbonat 
Zeit in 0.7 cem Nak 0,5 cem Hexosediphosphat 
Min. sain —— —- cer 
0,4 eem Wasser 0,4 cem KON 
10 OC 49 16 4Q 
20 fe. S3 $5 80 
30 100 112 107 112 
{0 124 130 138 135 
D0 14] 146 154 152 
HO 15a 162 170 16S 
Die Tabelle zeigt, dab KCN keine Hemmung ausiibt, dab also die 


Reaktionen des Giirungsschemas zwischen Hexosediphosphat und Phospho 
vlycerinsiurebildung durch KCN nicht beeinflubt werden. 


VI. Die Einwirkung von KCN auf die Vergiirung 

von Phosphoglycerinsiiure durch Lebedewsaft 

KCN: Endkonzentration 
, als Ba-Salz berechnet. 

Tabelle VI 


Resultate in emm CO, 


Die Aufstellung der Versuche zeigt Tab. VI. 
m 100 Phosphoglycerinsiiure: 5° 





id 0,6 cem Lebedewsaft, 0,4 cem KIT,PO, m 20, 
Zeit in 0,3 cem Phosphoglycerinsiiure 
Min. e 3 a eter 
0,7 com Wasser 0,7 com KCN 
5 25 4] 27 49) 18 29 29 36 
10 106 99 99 108 72 68 10 74 
20 LT 164 15] 149 ae 10] 101] 103 
30 10] 205 ldo 189 122 126 126 126 





Die Tabelle zeigt, dab KCN eine Hemmung ausiibt, die stiirker wird 
im Laufe der Zeit. 
VIL Die Einwirkung von KCN auf die Vergiirung von Phospho- 


brenztraubensiiure durch Lebedewsaft 
Tab. VII zeigt die Aufstellung der Versuche. KCN: Endkonzentration 
m/100; Phosphobrenztraubensiiure: 150 mg 20 cem. 
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. 
Tabelle VII 
Resultate in ecem CO, 
wk 0,3 cem Lebedewsaft, 0,5 cem KH,PO, m/20, 0,3 cem Phospho- 
Leit brenztraubensiiure 
in Min. = : : esate 
O,¢ cem Wasser O,f cem KCN 
10 1] v Le 20 ! a) L] 1d 
20 27 27 23 3 9 11 16 20 
30) 10 10 34 17 1] 16 1s 2 





Die Tabelle zeigt, daB KCN eine Hemmung ausiibt, welche ungeftiilr 
gleich stark ist wie fiir die Vergiirung von Phosphoglycerinsiure. Dic 
Hemmung nimmt auch zu mit der Zeit. 


VIEL Die Aktivierung der Umesterung durch Metallionen 


Die Methode von Ohlmever und Ochoa!) wurde benutzt: nur 
(QJuantititen wurden etwas abgeiindert. 

Die Warburggefiibe enthielten: 0,5 com dialysierten Lebedewsatft, 
Glucose, Phosphobrenztraubensiiure mit 0,25 mg DP, Adenylsiure (0,04 mg), 
KH,PO, m 20. Gesamtvolumen 2,0 cem, Die Metalle wurden in einer 
m 1000-Lésung (Endkonzentration) angewandt. Resultate in cem CO,, 28°. 

~ In Tab. VIIT findet man vergleichbare Resultate mit Mn, Co, Ni, Zu 
und Cd. 

Uber die Aktivierung mit Ni wurde schon berichtet*). Mit Me 
wurde sogar in der Konzentration von m 100 eine auberordentlich kleine 
Aktivierung beobachtet. 


Tabelle VIII 





Zeit 

















a % —. Mit Mn Mit Co Mit Zn Mit Cad 
5 10 — 58 2 29 13 
10 12 90 ot 22 43 
15 15 102 54 t] 6S 
20 17 109 65 5S G4 
25 149 EL 68 65 105 
30) 29 114 71 77 111 


IX. Die Einwirkung von KCN auf die Umesterung durch nicht- 
dialysierten, Monojodacetat-vergifteten Lebedewsaft 
Die Glucosevergiirung wurde durch Monojodessi- «iure m 1000 unter- 
driickt, sonst wiire es nicht méglich, die Umesterung zu ‘ven. Der Tab, IX 
ist zu entnehmen: 
1. dab die Glucosegiirung durch Monojedessigsiiure an. hoben wird (A): 
2. dab die Vergiirung von Phosphobrenztraubensiiure durch Monojod- 
essigsiiure nicht beeintlubt wird; aber durch KCN gehemimt wird (B,C, D): 
3. dab die Umesterung von Phosphobrenztraubensiiure aut Glucose 
durch KCN gehemmt wird (E und F), 











Uber die KCN- und Nak-Heninung der Giirung usw. 160 


Die Warburggetibe enthielten 0,5 cem Lebedewsatt. KON: End- 
konzentration m 100; Glucosem 50; Phosphobrenztraubensiiure (PBS) 2,5 me : 
Monojodessigsiiure (MIE): Endkonzentration in L000 Gesiuntyolumen: 2,0 een. 


Tabelle IX 


Resultate in emm CO,, Temp. 28' 





A b eS D E i" 

“eit | cincose — MIE | Glucose | Oyioe" 
in Min. MLE PBS PBS PBS MIE PBS 
a 4 N aah pa re 

KCN PBS KON 
D 2 is +8) a) Se 20 
10 { 30 27 16 70 38 
15 5 47 45 22 94 49) 
20 5 D4 52 ot 110 56 
25 7 61 60 29 12] as 
30) 7 65 66 30 129 6U 




















N. Die Einwirkung von HS aut die Vergiirung 
von Phosphobrenztraubensiure 
Die Warburggefibe enthielten: 0,7 cem Lebedewsaft, 1,0 cem Wasser 
bzw. H,S (Endkonzentration m 100), 0,3 com Phosphobrenztraubensiiure 
(150 mg 20 cem). 


Tabelle X 


Resultate in cmm CO,: Temp. 28° 





Zeit in Min. Ohne H,S Mit HS 
10 4] dS fs 8 
20 76 SS S S 
30 106 Lis v 8 


Wir danken Dr. P. P. Ohlmever fiir die Uberlassung yon Phospho- 
glveerin- und Phosphobrenztraubensiiure. 
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Die Wirkung der Hypophysektomie auf das Leberglykogen 
und auf den Jodgehalt der Schilddriise 
Von 
VY. Sz. Hermann 
(Aus dem Physiologisech-chemischen Institut der Universitat Budapest) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. November 1941) 


Mosonyi!) arbeitete an Hunden eine neue Methode der 
Hypophysenexstirpation auf buccalem Wege aus, mit deren Hilfe 
die Hypophyse ohne Verlust von Blut und Liquor entfernt werden 
kann und die auferdem einen viel schonungsvolleren Kingriff dar- 
stellt, uls die temporalen Operationen. Die nach dieser Methode 
hypophysektomierten Hunde neigen iiuBerst stark zu Fettsucht, und 
Mosonyi’) nimmt an, dab bei dem Zustandekommen dieser hoch- 
gradigen Adipositas der mit den vermehrten Langerhansschen 
[nseln der hypophysektomierten Hunde in Verbindung stehenden, 
vesteigerten Insulinausschiittung eine groBe Rolle zuzuschreiben 
ist. Bakay jr.*) konnte niimlich an diesen hypophysektomierten 
Hunden zeigen, daB sich die Langerhansschen Inseln in riesigem 
Ausmafe, und zwar durchschnittlich um 15—120°/, vermehren. Ks 
ergab sich daher die Frage, welches Verhalten das Leberglykogen 
bei diesen nach Mosonyis Methode operierten und hochgradig 
verfetteten Hunden zeigt. In Verbindung mit der Bestimmung des 
Leberglykogens wurde an denselben Tieren auch der Jodgehalt 
der Schilddriise untersucht, da ja die Zusammenhiinge zwischen 
dem thyreotropen Hormon der Hypophyse und dem Jodgehalt der 
Schilddriise bekannt sind und ebenso auch die zwischen dem 
thyreotropen Hormon und dem Glykogengehalt der Leber. 

In bezug auf die Literaturangaben kann festgestellt werden, 
daB die Ergebnisse der meisten Autoren im allgemeinen darin 
iibereinstimmen, daf der Glykogengehalt der Leber hypophysekto- 
mierter Tiere mit dem normaler Tiere iibereinstimmt, im Hunger- 
zustand aber sehr rasch absinkt. Zu solchen Ergebnissen kamen 
u.a. Houssay, Biasotti und Dambrosi‘) bei ihren an Hunden, 
Ratten und Kroéten durchgefiihrten Versuchen und auch Chaikofi, 


1O* 
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Holtom und Reichert®) erhielten an gut erniirten Hunden 
Glykogenwerte, die mit den an normalen Hunden erhaltenen 
Werten iibereinstimmen. Cope®) fand an hungernden Kaninchen 
deutlich herabgesetzte Glykogenwerte; Russel’), sowie Bennett, 
Russel und Bennett’), ReiB, Kusakabe und Budlowsky?’), 
Gerald und Verzir!!) usw. berichten ebenfalls tiber das rasche 
Verschwinden des Glykogens aus der Leber hungernder Ratten 
nach Hypophysenexstirpation. 

An hypophysektomierten Hunden zeigt die Schilddriise infolge 
des Austalles des thyreotropen Hormons wesentliche Verainderungen., 
wie Absinken des Gewichtes neben Steigerung des Jodgehaltes 
[vgl. Houssay, Biasotti und Mazzacco’™), Rowlands’), 
Loeser und Thompson"), Crooke und Gilmour?) usw.}, also 
ein eben entgegengesetztes Verhalten wie bei der Verabreichung 
von Extrakten des Hypophysenvorderlappens, nach welchem die 
Schilddriise hypertrophiert, ihr Jodgehalt aber herabgesetzt wird 
[vgl Houssay, Mazzacco und Biasotti’®, Grab!) sowie 
Closs, Loeb und Mac Kay!?®)), 


Methode 


Zu den Versuchen wurden hauptsiichlich miinnliche, méglichst junge 
Ifunde verwendet, weil bei diesen die Exstirpation der Hypophyse leichter 
durehfiihrbar ist. Die Tiere erhielten reichliches Futter, und zwar Kiichen- 
abfiille (Fleisch, Knochen, Brot, Kartoffeln, Gemiise usw.), hungerten aber, 
bevor sie getétet wurden, 24 Stunden hindurch (von 10" yormittags bis 10° 
vormittags des folgenden Tages). Die Tétung selbst erfolgte durch Injektion 
von 10 ccm einer gesiittigten Magnesiumsulfat-Loésung in das Herz. Bei 
dieser Behandlung gehen die Tiere innerhalb weniger Sekunden, ineist ohne 
die geringsten Zuckungen, ein. Dann wurden die Tiere ausgeblutet, die 
Leber sofort herauspriipariert, mit einer Fleischmaschine faschiert und gut 
durchgemiseht. Von dieser Masse wurden fiir jede Bestimmung 8—10 ¢ 
in schon vorbereitete, kochende, 60°/,ige Kalilauge eingebracht. Die Be- 
stimmung des Glykogens erfolgte nach dem Pfliigerschen Prinzip'). Die 
ebenfalls herauspriiparierte Schilddriise wurde gereinigt, gewogen, danu 
zerkleinert und schlieblich in ein entsprechendes Volumen 50°/,iger Kali- 
lauge eingebracht. Der Jodgehalt der Schilddriise wurde nach Schulek 
und Stasiak*’) bestimmt. 


Versuche 


Die Versuchstiere wurden 1, 2, 3, 4, 5 usw. bis 9 Monate nach der 
Kntfernung der Hypophyse getétet. Mit Riicksicht darauf, daB sowohl der 
Glykogengehalt der Leber, als auch der Jodgehalt der Schilddriise ziemlich 
betriichtliche individuelle Schwankungen zeigt und unter dem EinfluB zahl- 
reicher Faktoren, wie Geschlecht, Alter, Jahreszeit usw. steht, wurden 
neben den Versuchen an hypophysektomierten Hunden auch Untersuchungen 
an derselben Anzahl yon Kontrolltieren durchgefiihrt. 











Die Wirkung der Hypophysektomie usw. 


Tabelle J 


Glykogengehalt der Leber und Jodgehalt der Schilddriise 
bei normalen Hunden 


























oP] Se] ese [Se Jxag [See 

Tier 2 | a2 | Ble |eeulsaswlaea y 

x Datum a Oo 8 zab | 2S a] eh isis = 
"Fe oe ~ MI 15H [PCH [oH 
jas 4. 11. 5,7 130 2,83 0,52 0,52 1,00 
2. ft 13. HI. 14,99 362 3,40 1,20 0,65 0,54 
3. Q 16. TT. 13,2 387 Jin Spuren} 2,38 1,03 0,43 
4.6 5. IV. 11,1 248 1,70 2,23 0,75 0,34 
5. g 9. 1V. 15,4 398 |in Spuren} 5,17 1,30 0,25 
6 @ | 27. 1V. 19,2 610 1,64 3,56 1,71 0,48 
ts os 16,2 340 0,98 1,6] 1,59 Q,99 
8. ff 9. V. 13,7 145 3,90 2,16 0.82 0.38 
9 ¢F 12. V. 15,0 360 7,76 1,97 0,45 0,23 
10. ¢ 20. V. 8,7 190 0,81 1,24 1,55 1,25 
11. # ] 21. V. 13,6 300) Jin Spuren]} 3,23 1,81 0,56 
12. 3 25. V. 7,9 205 1,04 2,93 iba 0.50 
13. 30. V. 11,2 400 0,82 2.05 0,30 Q,15 
14. ¢ | 30.V. 22,3 510 1,08 wih ise sa 
15. 9 14, VI. 11,8 377 5,30 0,75 0,29 0,39 
16. 9 18. VI 15,0 270 1,16 32,70 Kropf — 
17. 6 27. VI 16,4 335 0,98 3,26 234 0,72 
18. 6 1. VIII 7,8 170 0,93 1,00 0,36 0,36 
19% ¢ 20s es 12,2 270 3,89 1,55 O,13 0,08 
20. Ff &. XI. to 160 3,54 1,00 0,1] Q,11 
oi. 2. XI. 13,4 230 2,54 0,99 0,06 0,06 
Zc. = 29. XI. 8,7 165 Jin Spuren 1,44 0,20 0,14 
23. ¢ 20. XI. 9,8 210 1,15 1,30 0,79 0,61 

Mittelwert 2,00 ° , Mittelwert 0,455 mg 


Wie aus Tab. I und IT hervorgeht, ist der Glykogengehalt 
der Leber sowohl bei normalen, als auch bei hypophysektomierten 
Hunden sehr groBen Schwankungen ausgesetzt. Im Durchschnitt 
hetriagt er bei normalen Tieren 2,00°/,, bei hypophysektomierten 
2,04°/,, dh. es besteht kein Unterschied zwischen den bei nor- 
malen und bei hypophysektomierten Hunden gefundenen Werten. 
Betrachten wir nun das Verhalten des Glykogengehaltes in den 
verschiedenen Zeitpunkten nach der Durchfiihrung der Exstirpation, 
so ist es auffallend, dab der Glykogengehalt der Leber, abgesehen 
von dem 1 Monat nach der Operation gefundenen Wert von 6,4°/,, 
erst 4 und 5 Monate nach der Operation hihere Werte aufweist. 
Ks soll hier festgestellt werden, da® diese Beobachtung sehr gut 
mit den Versuchen Horvais?!) iibereinstimmt. In diesen Versuchen 
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Tabelle II 


Glykogengehalt der Leber und Jodgehalt der Schilddriise 
bei hypophysektomierten Hunden 



































Post- Kérperr | Seo] ses 183 j= 8s j2 ez 
sae ; cewicht in ke a Ssa |r BNE ap SSE 5 
lier operative Tas of Nas == tO oe = S a a S 
Nr. Datum Lebens vor der _ : BS o ie 5 oe aS we aid = = 
vor der} == oS 2 = S oem | to, oe 
dauer Upera- Tétung| 2 31 O%S 122s Roe wok 
tion SoTOor “ee 1 ~ VS =F 
La eet Va 1 Monat 11.2 12.3 290 Jin Spuren } 1,31 O,So 0,67 
oe BE BOs Ve Ed * 6,7 To4 J 105 6,39 0,60 1,01 1,69 
3. 6 3. VI. {2 Monate} 11,3 10:9" ¥ S172 1,01 1,06 2,20 PAZ 
4. ff 27. Vi 2 ind big 11,2 17U0 JinSpuren | 0,77 QO,d2 U,65 
5 PL a.uL is ,, G0 11,1 193 0,82 1,10 0,73 O07 
6. #7 10. TV. 13 10,6 11,2 | 283 2.3 1,78 1,64 0,02 
tc SE SUn Vi 7,9 12,9 5 1,10 
SS f 20s 2. ; 14,5 21,1] 105 2,40 2,87 1,75 QO. 
9. ff bi Ve { 12.0 15,2 | 267 3.63 
10: oh Lb. V. { S4 9.6 1 180 250 0,94 O94 1 
1D: a Gk. VD 11,1 15.3 170 5,04 290) 1,54 O70 
12. gi 1 29. 1V. 15 9,1 115 160 O67 1,60 1.85 11h 
13. 6 to V. ) 8,3 LO P85 6.68 O59 0.49 0.82 
14. 6 19. IX. 15 11,6 16,4 370 9,19 
1d. ¢ fies ED YY 13,5 275 1.46 Te ZUD 0,47 
16. 2 13. XI. 15 3.3 1¥,3 290 Q.55 3,96 2,64 0,67 
Lil. &# T 28. XT. 15 LOS 14,5 220 0,65 1,75 114 O,66 
18. gf 14. V. ) 16,4 17,4 245 jinSpuren} 1,38 2.42 are 
£2. Y. F6*/, G0 10,9 175 0,50 Q.4S 0,28 O,57 
20. 6 | 20. V. 16! | He 13,0 197 1,09 2.09 1,60 0,77 
21. Q 13. VI. 17 O0 15,5 245 O50 2,D% 158 0.62 
22. 9 13. Vi.. §S 15,0 17,6 255 JinSpuren} 1,54 O,S9 Q,55 
a0. 2 F 20.1. £9 12,3 11,2 | 203 0.07 0,9] 0,90 0,94 
Mittelwert 2,04" , Mittelwert 0,856 mg 


wurde der Zinkgehalt der Bauchspeicheldriise hypophysektomierter 
Hunde untersucht, der nach Ablauf von ungefiihr 4 Monaten eine 
stiirkere Erhéhung zeigte. 

In den an hypophysektomierten Hunden beobachteten Ver- 
iinderungen im Gewicht und Jodgehalt der Schilddriise konnten 
keine GesetzmiiBigkeiten in bezug auf die nach der Operation 
verstrichene Zeit gefunden werden und auch keinerlei Zusammen- 
hinge zwischen dem Jodgehalt der Schilddriise und dem Glykogen- 
gehalt der Leber. Das Gewicht der Schilddriise sinkt im Mittel 
auf Kilogramm Kdérpergewicht berechnet nach Entfernung der 
Hypophyse um 19°/, ab. Wihrend aber der Jodgehalt normaler 
Hunde auf 1 g Schilddriisengewebe berechnet 0,455 mg betrigt, 
weist er bei hypophysektomierten Tieren eine gewaltige Vermehrung 
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auf, die im Durchschnitt eine Erhéhung auf 0,856 mg zeitigt, also 
einer 88°/,igen Erhéhung entspricht. 

Zusammenfassend ist also festzustellen, daB der Glykogen- 
gehalt der Leber nach der Exstirpation der Hypophyse im Mittel- 
wert keinen Unterschied im Vergleich zu normalen Verhiiltnisse: 
zeigt, trotzdem an der Schilddriise Hypofunktion beobachtet 


werden kann und auch die Insulinausschiittung — nach den Ver- 
suchen Bakays’*) zu schheBen — gesteigert ist. Diese Faktoren 


diirften jedoch beim Zustandekommen der Glykogenvermehrung 
in der Leber 4—5 Monate nach der Hypophysektomie eine Rolle 
spielen. Kine Erklirung des ungefihr vom 6. Monat an ein- 
tretenden Absinkens des Glykogengehaltes der Leber unserer 
Hunde bringen die Versuche Russels*’), welcher an hungernden. 
hypophysenlosen Ratten eine gesteigerte Oxydation der Kohlen- 
hydrate nachwies. Nach den Untersuchungen Copes®) kann durch 
Injektion von Glykose und Milchzucker eine Steigerung der Gly- 
kogenbildung in der Leber hervorgerufen werden, wiihrend Veral- 
reichung von Adrenalin und Insulin keine Veriinderungen wit 
sich bringt. Fisher und Pencharz**) zeigten, dab die hypo- 
physektomierten ‘Tiere ihren Kalorienbedarf zum gréften Teil 
durch Kohlenhydrate decken, und dementsprechend fanden Fisher, 
tussel und Cori**) hohe respiratorische Quotienten. 

Ein exakter Zusammenhang zwischen der nach der Operation 
verstrichenen Zeit und dem Glykogengehalt der Leber, sowie dem 
Jodgehalt der Schilddriise konnte in den im vorstehenden mit- 
geteilten Versuchen nicht festgestellt werden, doch scheint es 
nicht ausgeschlossen, daB ein solcher durch eingehende Versuche an 
gleichaltrigen Tieren gleicher Rasse nachgewiesen werden kann. 


Zusammenfassung 
Der an hypophysektomierten Hunden nach 24stiindigem 
Hungern gefundene Glykogengehalt der Leber stimmt im Mittel- 
wert mit dem normaler Tiere iiberein. 
Das Gewicht der Schilddriise hypophysektomierter Hunde 
sinkt, wihrend ihr Jodgehalt eine betriichtliche Steigerung aufweist. 
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Uber das Vorkommen einer n-Hexacosensdure 
unter den Fettsiuren der Gehirncerebroside 


[17. Mitteilung iiber Cerebroside ')] 
Von 


E. Klenk und E. Schumann 


(Aus dem Physiologiscl-chemischen Institut der Universitiit Koln) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. November 1941) 


In den Cerebrosiden des Gehirns wurde bis jetzt das Vor- 
handensein von 4 Fettsiiuren, und zwar Cerebronsiiure C,,H,.0,, 
Lignocerinsaure C,,H,.O0,, Nervonsiiure C,,H,,0, und Oxynervon- 
siure C,,H,,0, nachgewiesen. An der Existenz dieser 4 Fettsiuren 
ist nicht zu zweifeln. 

Kine andere Frage ist es, ob neben diesen noch weitere Fett- 
siuren vorkommen. Was die gesiittigten Fettsiiuren betrifft, so 
nehmen A. C. Chibnall, 8. H. Piper und KE. F. Williams?) neuer- 
dings an, daB auBer den beiden C, ,-Siiuren noch héhere und niedrigere 
Homologe (C,,- und C,,-Sauren) vorhanden sind. Sie sprechen die 
Cerebronsiiure als ein Gemisch der homologen Siuren C,,H,,0., 
C,,H,.0, und C,,H,,O, und in entsprechender Weise die Ligno- 
cerinsiiure als ein Gemisch der homologen Siuren C,,H,,0,, 
(,,H,,O, und C,.H..O, an, ohne allerdings eine auch nur an- 
nihernde Trennung in die Komponenten durchgetiihrt zu haben. 

Demgegeniiber ist die Cerebronsiiure nach den erneuten Unter- 
suchungen von E, Klenk und L. Clarenz?) praktisch reine 
«-Oxy-n-tetracosansiiure. Irgendwelche Anhaltspunkte fiir eine 
Beimengung von niedrigeren oder héheren Homologen haben sich 
nicht ergeben, wobei jedoch zu beriicksichtigen ist, daB geringe 
Mengen (einige wenige Prozente) der Homologen sich sehr wohl 
dem Nachweis entziehen kinnen. Im Fall der Lignocerinsiiure er- 
scheint die Annahme der englischen Forscher durchaus begriindet. 
Die Natur dieser Fettsiiure war von jeher stark umstritten. Die 


') 16. Mitteilune, Diese Z. 257, 26S (1939). 


*) Biochemie. J. 80, 100 (1936). 
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Tatsache, daB fast alle Priparate, die bis jetzt aus Cerebrosiden 
dargestellt wurden, zuniichst trotz der richtigen analytischen 
Werte noch etwa 4° niedriger schmelzen als die reine n-etra- 
cosansiure, spricht nach allen Erfahrungen, die man bei diesen 
natiirlichen Fettsiiuren gemacht hat, fiir eine Beimengung von 
niedrigeren und hédheren Homologen. Chibnall u.a. nehmen 
fiir die aus Gehirnkerasin gewonnene Siiure vom Schmelzp. 80,3 
bis 80,5 folgende Zusammensetzung an: 10°/, C,,H,,O,, 80°), 
CLUU, wad 16*), CF 0.. 

Die endgiiltige Identifizierung der neben der Hauptsiiure 
(C,,H,,0,) als Verunreinigung vorhandenen anderen Siiuren kann 
nur durch deren Isolierung erfolgen. Die praktische Durchfiihrung 
stéBt aber insofern auf erhebliche Schwierigkeiten, als bei der 
Spaltung der Gehirncerebroside diese Lignocerinsiiurefraktion nur 
in sehr geringen Mengen anfillt. Immerhin konnte vor kurzem 
[K. Klenk*)] aus einem dem Gehirnkerasin sehr iihnlichen Cerebro- 
glucosid einer Gauchermilz neben Lignocerinsiure C,,H,.0, noch 
Behensiiure C,,H,,O, isoliert werden. Damit muBte, trotz der in 
dieser Hinsicht negativen Befunde im Fall der Cerebronsiiure, 
ernstlich in Erwiigung gezogen werden, daB auch in den Gehirn- 
cerebrosiden zusammen mit der einen oder anderen der 4 bereits 
festgestellten C,,-Siiuren noch die entspreche’ len hodheren oder 
niederen homologen Siuren vorkommen. 

Aus Zweckmiibigkeitsgriinden haben wir zuniichst die Frage 
an einer Fraktion der ungesiittigten Fettsiiuren gepriift, welche 
im Laufe vieler Jahre sorgfiltig gesammelt wurde und von welcher 
nun die fiir derartige Untersuchungen erforderliche groBe Menge 
Material zur Verfiigung stand. Es war durch Spaltung von sehr 
phosphorarmen, aber noch keineswegs vollig phosphortreien Cere- 
brosidgemischen gewonnen worden. Letztere waren demnach noch 
mit Phosphatiden, und zwar wahrscheinlich mit Sphingomyelin und 
itherunlislichen Glycerinphosphatiden verunreinigt. Bei manchen 
der vorgefundenen Fettsiiuren ist es infolgedessen zweifelhait, ob 
sie in der Tat von Cerebrosiden oder aber von der Verunreinigung 
stammen. Dieser offensichtliche Mangel in der vorliegenden Unter- 
suchu:t muBte in Kauf genommen werden, da es bis jetzt noch 
keine brauchbare Methode zur priaparativen Darstellung von 
gréBeren Mengen phosphorfreier Cerebrosidgemische gibt, und 
da «die véllige Abtrennung der Phosphatide ohne gleichzeitige 


%) Diese Z. 267, 128 (1940). 
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Mitentfernung eines wesentlichen Teiles der stirker ungesittigten 
Cerebroside (Nervon, Oxynervon) nur in seltenen Fiillen gelingt. 

Die als Ausgangsmaterial dienende Fraktion der ungesiittigten 
Fettsiuren war nach der Spaltung der Cerebroside mit 10°/,iger 
methylalkoholischer Schwefelsiiure in der iiblichen Weise*) er- 
halten worden. Einzelne der Fettsiiurepriiparate waren schon 
iiber 10 Jahre alt. Ihre Aufbewahrung erfolgte in einer gut 
schlieBenden Glasstépseltlasche, aus der die Luft durch Kohlen- 
dioxyd verdringt worden war. Aus diesem Fettsiituregemisch wurde 
gunichst durch Fillung als Magnesiumsalz die Fraktion der un- 
cesittigten Oxysiiure abgetrennt. Der ungefiilt gebliebene Anteil 
(Nervonsiurefraktion) von insgesamt $1,2 ¢ wurde in die Methyl- 
ester iibergefiihrt und diese zur niheren Untersuchung unter Be- 
niitzung des Apparates von EK. Klenk und K. Schuwirth®) im 
Vakuum fraktioniert destilliert. 


ve: Jodz. 52,2/53 


Die Destillation erfolgte in 4 Einzelportionen [I: 16,5 


>= ”, 
(37,10/21,39 mg: 1,51,0,90 cem n/10-Bromlésung). Il: 15,5 ¢; Jodz. 52,0 
(39,30 me: 1,61 cem n/10-Bromlésung). HI: 23,9 g. IV: 18,0 gl, wobei 


jedoch nur im Fall I jede einzelne Fraktion durchanalysiert wurde. 


Tabelle 1 














Freie (hydrierte) Siiure é a 
nach Umkryst. = >= 
Methylester aus Aceton = = : 
=" = L. == 
Siedep.*) Menge Jod-| Sehmp.**) Aquiv.- Schmp. Aquiy.- == 
' e zahl : Gew. Gew. = 
tr i 125 0,96 | 9,0] 53—54 272/272) 56 263 265 R9 : Hs ‘; 
2 138 1,54 {17,9} 64—65 (295/296; 69 283/283 69. sae 
; 150 148 18,6] 66—67 294/292 69 (284/284 
i 170 145 66,5] 73--74 356/355; 79 362/364 
y 175 1,48 67,4] 81-82 364/364; 82,5 (370/367 C,,H,,0. 
G 17é 1,45 |67,7] 81—S82 (364/363) 82,5 (369/367 184,5-—-84,9/368,4 
re 170 1,33 |68,8] S81—S82 (365/364; 82,5 |371/372] (korr.) 
5S.) 168 1,50 67,6] 80—81 376/374 SI (372/57 
9. 72 1,52 '64,1f 79—S0O 378/377) 81 380/378 
10. 72 125 64,5] 81—83 (389/385, 83 390/390 C.1..0. 
11} 180 0,51 |62,6] 82—83 (399/398, 83  |396/394]87,7--87,9\396.4 
12.) 185 0,44 61,3] 73-—74 |402/409 72—73 405 (korr.) 


} 0,01 —0,02 mm He. 
**) Simtliche Schmelzpunkte sind unkorr. Die Korrektur betriigt bei 80° +0,46°. 


4) H. Thierfelder u. E. Klenk, Die Chemie der Cerebroside und 
Phosphatide, J. Springer 1930, S. 3s. 5) Diese Z. 267, 260 (1941). 
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Tabelle 1 (Fortsetzung) 





























Freie (hydrierte) Siure 
Weth lester nach Umkryst. 
. aus Aceton 
Siedep.*) | Menge  Jod Schmp. | Aquiv.- Sehmp.) Aquiv. 
? g zahl Gew. . Gew. 
Hd. 110 1,03 11,3 56-—d7 263/264 59 258/257 
2. 147 1,36 18,8 64—65 297/295 69 281/283 
de 142 1,39 22,8 65—66 343/343 69 286/285 
4, 160 1,51 55,5 
5. 172 1,61 | 67,6 
6. 178 1,60 | 67,4 
ts 179 1,00 67,2 
S. 179 1,58 | 68,2 (S—-79 380,379 ig 8/308 
ve 187 155) | 66,3 78,5—79 | 385/386 eo 383/383 
10. 185 0.49) 65,7 
Methylester Methylester 
* ” | Ilydrierte a " vm Hydrierte 
i jf | freie a. a | Se freie 
2-\§ to) Jodzahl | Sure +) Z2ci§g ws Siiuret-)) 
= aa = = < 
L | R . 
Ht 1.) 113 1,60 | 9,0/10,0 IV] 115 |1,47/22,8 
2) 188 (1,55)| 131 1,45'24,87 
3) 142 1,567 15,8/15,3 147 |1,56/23,6)[,ccnmelzp- 
9 a5]! ae oe) Be 69,5 (81,5 °) 
4.) 142 oF} ‘ 167 1,63 64,2} Aquiv.-Gew. 
5157 1,46 | Sehmelzp. 72 1,51 70,3] 363 (366) 
64.175 (1,621 66,7 [2/49° BL") 721,56 70,2]{ Schmelzp. 
it iste a Hing’ Aquiv.-Gew. zs pial Ba 81° (81,5°) 
cf US dyed 09,0 367 (370) (2 /1,54\706R ye 
' =9 11.99 64.0 : ‘ a ni ne of Aquiv.-Gew. 7 
Si 175 Ro 7 4.9 179 | 1,53! 67,8 370 (372) 
9.) 174 (1,59 64,7 185 |$1,51!67,7 
10.9 172 11,52 | 67,6 | rye 9 186 0,73. 62,3 
11 172 [1,54 | 685 By’ GO) 
ity ity seat Aquiv.-Gew. 
12.1 178 (1,66 H95 \ 377 (378) 
13, 183 1,66) 64,1 
14.f 183 0,47 64.5 
*) 0,01--0,02 mm Hg. **) 0,02—0,09 mm He. 
+) 0,01-—0,03 mm Hig. 


“-') Die 


eingeklammerten Zahlen beziehen sich auf die aus Aceton um- 
krystallisierte Substanz. 


I: 1. 23,91 mg: 0,17 cem n/10-Bromlésung. 26,979 (54,295) me: 1,98 


(3,99) eem n/20-NaQOlT*). 


36,77 


1 (31,275) mg: 2,80 (2,36) cem n/20-NaQH. 


*) Es handelt sich durchweg um n/20-alkoholische NaOH. 
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2, 39.61 mg: 0,56 cem n 10-Bromlésung. 35,570 (42,044) me: 2,41 (2,91) cem 


1, 20-NaOHl. 57,075 (45,440) me: 4,04 (3,21) cem n/20-NaOH. 3. 36,78 me: 
0,54 cem n/10-Bromlésung. 39,448 (33,065) me: 2,68 (2,26) cem n/20-NaOH. 
13.657 (40,451) mg: 3,08 (2,85) cem n/20-NaOH., . ZO mg: 1,58 cem 
u/10-Bromlésung. 12,540 (24,112) ing: 0,70 (1,36) cem n/20-NaOHL. 27,085 
(41,353) mg: 1,55 (2,29) cem n 20-NaQOH. do. 18,42 me: 0,98 cem n/10-Bron 

ldsung. 44,583 (35,748) mg: 2,45 (1,96) cem n/20-NaOH. 17,062 (22,603) me: 
0,92 (1,23) cem n/20-NaQOH. 6. 25,12 mg: 1,54 ecm n/10-Bromlésuneg. 21.499 
(16,028) mg: 1,18 (0,88) cem n/20-NaOH. 26,611 (34,520) me: 1,44 (1,88) cem 
n/20-NaQlkl. v. 26,8 me: 141 cem n 10-Bromlésung. 26,264 (25,905) me: 


ee , 42) com n 20-NaQOH. 17,771 (21,566) mg: 0,06 (1,16) cem n/20 NaOH. 
31,98 mg: 1,70 cem n 10-Bromlésung. 29,579 (82,125) mg: 1,57 (1,72) cem 


n TON aOH. 49,598 (44,883) mg: 2,67 (2,42) cem n 20-NaOH. 9, 32,53 me: 
1,64 cem n 10-Bromlésung. 25,178 (25,665) mg: 1,33 (1,36) cem n 20-NaQOiHl. 
28,630 (82,988) me: 1,51 (1,74) cem n,; “ Aciggiape 10. 28,32 mg: 1,44 cem 
n 10-Bromlésung. 25,958 (87,151) mg: (1,93) cem n/20-NaOH. 33,286 
(34,699) me: 1,71 (1,75) cem n/20-NaQH. ‘ee 27,17 mg: 1.34 cem n/10-Brom 
ldsung. 33,911 (82.219) mg: 1,70 (1,62) cem n 20-NaOH. 33,797 (48,236) mg: 
1,71 (2,22) cem n 20-NaQOll. 12. 32,97 ine: 1,59 cem n/10-Bromlésung. 


25,978 (31,990) me: 1,29 (1,56) eem n 20-NaOH, 25,01] mg: 1,23 cem n;20- 
NaOhl. 

II: 1. 38,16 mg: 0,34 cem n/10-Bromlésung. 41,274 (40,350) mg: 3,15 
(3,05) cem n/20-NaQOH. 43,320 (40,139) mg: 3,36 (3,13) ¢cem n 20-NaQOH., - 
2. 61,22 me: 0,91 cem n/10-Beomiteuns. 42,652 (40,420) mg: 2,80 (2,73) com 


n/20-NaQOH. 40,345 (18,960) mg: 2,87 (1.35) cem n/20-NaQH. 3. 20,02 me: 
0.36 cem n/10-Bromlésung. 40,140 (23,318) mg: 2,36 (1,36) cem n,20-NaOH. 
28,220 (43,730) mg: 1,97 (3,07) cem n 20-NaOH. 4. 46,98 mg: 2,05 cem 
n 10-Bromlésung. — 5. 40,44 mg: 2,15 ¢em n 10-Bromlésung, -— 6. 30,52 mg: 
1,62 cem n 10-Bromlésung. —- 7. 40,40 mg: 2,13 com n 10-Bromlésung. 

8. 37,12 mg: 1,90 ¢em n,10-Bromlésung. 32,905 (38,537) mg: 1,73 (2,03) cem 
n 20-NaQH. 20,280 (34,394) mg: 1,55 (1,82) eem n/20-NaOH. — 9. 33,05 mg: 
1.73 cem n 10-Bromlésung. 37,347 a dae mg: 1,84 (1,60) eem n 20-NaOH. 
33,866 (81,730) mg: 1,77 d, bz com n 20-NaQOH. 10. 38,57 mg: 1,99 ecm 


n 10-Bromlésung. 


HIT: 1. 43.97 (31,70) mg: 0,31 (0,25) cem n 10-Bromlésung. — 2.—4. 35,82 
(39,83).mg: 0,42 (0,48) cem n 10-Bromlésung. —— 6. 35,77 mg: 1,88 ¢em n/10- 
Bromlésung. 17,584 mg: 0,95 cem n 20-NaOH. 23,508 mg: 1,27 eem n,20- 
NaOH. 7. 27,66 mg: 1,43 cem n 10-Bromlésung. — 8. 38,06 mg: 1,93 ¢em 
n 10-Bromlésung. 9. 32,96 mg: 1,68 cem n 10-Bromlésung. — 10. 31,93 mg: 
1,70 ecin n 10-Bromlésung. 1}. 25,94 mg: 1,40 ¢em n/10- Bromlésung. 
30,150 mg: 1,60 eem n 20-NaOH. 42,460 mg 2,25 cem n 20-NaOlH. 

12. 29,02 mg: 1,50 cem n/10-Bromlésung. — 13 » 20,392 mg: 1,28 cem n 10- 
Bromlésune. 14, 25,46 mg: 1,30 ¢em n 10. Beomilienne, 


IV: 1. 25,52 mg: 0,46 cem n/10-Bromlésung. — 2. 24,52 mg: 0,48 com 
n 10-Bromlésung. 3. 24,23 me: 0.45 cem n 10-Bromlésung. 4. 30,82 mg: 
1,56 ecem n 10-Bromlésung. 22,666 mg: 1,25 cem n,20-NaOH. 32,670 mg: 
1,78 eem n 20- NaOH. 5. 22,96 me: 1.27 eem n/10- Bromlésung. 
6. 36,64 me: 2,03 ecem n 10-Bromlésung. 7. 29,79 me: 1,66 eem n/10-Brom- 
lésung. 28,200 me: 1,52 cem n 20-NaQH. 28,874 mg: 1,56 com n,20-NaOHl, 
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8. 32,73 mg: 1,75 eem n/10-Bromlésung. —- 9. 25,66 mg: 1,57 cem n, 10-Brom- 
lésung. —- 10. 29,89 mg: 1,47 cem n/10-Bromlésung. 


Die freien Siiuren wurden aus den Fraktionen 1—3, die zum Hauptteil 
aus gesiittigten Fettsiiuren bestanden, ohne vorherige Hydrierung gewonnen. 
Bei den iibrigen Fraktionen, die alle praktisch nur ungesiittigte Fettsiiuren 
enthielten, wurden kleine Proben (0,2—0,3 g) zuniichst hydriert und daraus 
erst durch Verseifung die freien Siiuren dargestellt. 

Die Fraktion I,, wurde durch nachfolgende Destillation des in der 
Apparatur verbliebenen Riickstands im Claisenkolben erhalten. Sie lieB sich 
nicht vollistiindig hydrieren. 

Aus den vereinigten Riickstiinden von Hl, Hl und IV U,1l5 g, 148 ¢ 
bzw. 2,95 g) lieben sich in entsprechender Weise wie bei 1 noch 2,1 g¢ (h,) 
ohne Zersetzung abdestillieren. Der Rest bestand wohl aus Oxydations 
und Zersetzungsprodukten der ungesiittigten Fettsdiuren, deren Menge vor 
allem in Priiparat LV verhiiltnismibig groB war. In Ubereinstimmung damit 
zeigte auch das urspriingliche Priiparat [V eine gelbbraune Farbe gegeniiber 
den nur schwach gelb gefiirbten Priiparaten I—ILI. Als Siedepunkt wurde 
bei jeder Fraktion nur der Durchschnittswert angegeben, da auch bei ein- 
heitlichen Fraktionen gewisse Schwankungen, und zwar zuweilen auch ein 
Absinken des Wertes um mehrere Grade sich bemerkbar machte. Diese 
Schwankungen diirften nach unseren Beobachtungen wohl weniger auf 
einer Anderung des Drucks als vielmehr auf Anderungen der Destillations 
veschwindigkeit zuritckzufiihren sein. 

Die C,,—,,-+--Siiuren, Sie befanden sich so gut wie aus- 
schlieBlich in den Fraktionen 1—3. Hierbei handelte es sich der 
Hauptsache nach um Stearinsiiure. In den Fraktionen 2 und 3 
war sie als einzige gesiittigte Fettsiure vorhanden. Die Fraktion 1 
war, abgesehen von kleinen Mengen ungesiittigter Siure, offen- 
sichtlich ein Gemisch von Palmitin- und Stearinsiiure, in welchem 
jedoch die Palmitinsiiure vorherrschte. Die aus Il gewonnene 
wunkrystallisierte Siure muB als nahezu reine Palmitinsiiure an- 
sesprochen werden. 

Was die in den Fraktionen 1—3 in kleinen Mengen vor- 
handenen ungesiittigten Fettsiiuren betrifft, so kann iiber sie nm 
soviel ausgesagt werden, dab ihr Aquivalentgewicht hiher ist als 
das der gleichzeitig vorhandenen gesiittigten Fettsiiuren. Dies geht 
aus dem Absinken der Werte beim Umkrystallisieren der Siiure- 
fraktionen aus Aceton hervor, wobei die ungesiittigten Fettsiiuren 
in Lésung bleiben. Méglicherweise kénnte es sich also um C,,- 
und ©,,-Siuren der Olsiiurereihe gehandelt haben. Diese letzteren 
muBten aber dann vor allem in den, der letzten Stearinsiiure- 
fraktion folgenden, Zwischenfraktionen (I,, II,, III,) stark an- 
gereichert sein. Sie wurden deshalb vereinigt und zusammen mit 
den entsprechenden Fraktionen a und b der Tabelle 3 der frak- 
tionierten Destillation unterworfen (insgesamt 6,0 ¢), 
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Tabelle 2 





Freie hydrierte Siiure r = 
b é. 5 
N i . 
‘ rs e ¢ 
ach crvst. 1 & 
Methylester nach Umkryst = 5 
‘ aus Aceton a ~~ 
: - - TF. } > 5 
Siedep.*) Menge Jod-| Schmp. Aquiv.- Schmp. Aquiv. | 32 
hy 2 zahl = Gew. Gew. 0 | 











a) 135 0.85 | 28,5] 62—62,5\289/289| 64,5 (287/286 9 i‘ ee 
b} 152 | 0.99 52,.2462,5--63 311312) 65 321/319|-, Cette» 
(6,1— 76,3} 312,4 
c) 162 0,86 | 67,3 172,5—73,5\348/347 75 1352/354 Catia 
dj} 162 0.79 167.71 77—78 359 80 358 180,3—80,7! 340.4 
e)} 168 | 0,66 | 67,4]80,5—S81 367/366 82,5 C,,H,.0. 
f') 170 0,95 |.66,3] 82—82,5'369/368! 83 84.5——84.9) 368.4 
") 0,04 mm He. 
a) 24,01 mg: 0,54 cem n 10-Bromlésung. 25,410 (83,366) mg: 1,76 
(2.31) eem n 20-NaOH. 23,940 (24,771) mg: 1,67 (1,73) cem n 20-NaQH. 
b) 39,92 me: 1,64 ceim n/10-Bromlésung. 25,680 (23,794) mg: 1,65 (1,52) eem 
n 20-NaQH. 24.890 (23,268) mg: 1.55 (1,46) eem n 20-NaOH, ¢) 38,71 me: 
2.65 cem n/10-Bromlésune. 20,777 (26,060) mg: 1,20 (1,50) eem n,20-NaQh. 
25,468 (35,140) me: 1,45 (1.98) cem n,;20-NaQH. d) 20,81 mg: 1,11 cem 


pe 


n/10-Bromlésune. 24,902 mg: 1.39 cem n/20-NaQOH. 26,370 mg: 1,47 cem 
122 meg: 1,82 ¢em n 10-Bromlésung. 25,252 (27,824) meg: 


n 20-NaQH. e) 3 
1.37 (1.52) eem n 20-NaQH. f{. 33.31 mg: 1.74 ecem n 10-Bromlésunge. 33,450 
(31,480) mg: 1,82 (1,71) eem n 20-NaOH. 

Destillationsriickstand: 0,74 g. 

Dieses Fraktionierergebnis spricht mit einer gewissen Wahr- 
scheinlichkeit fiir das Vorhandensein der oben erwiihnten un- 
gesiittigten C,, und C,, Siuren. In reiner oder annihernd reiner 
Form lieBen sich allerdings nur die C,.- und C,,-Siiuren (Fr. a 
bzw. e und f) herausfraktionieren. Wiirde es sich aber nur aus- 
schlieBlich um die letzten beiden Siuregruppen gehandelt haben, 
so miiBte bei der ausgezeichneten Fraktionierwirkung des Apparats 
eine viel schirfere Trennung erzielt worden sein. 

Die C,,..-Siiure (Nervonsiure), Wie zu erwarten war, 
machte diese Siiure den Hauptteil des urspriinglichen Fettsiiure- 
gemischs aus. Die Fraktionen 5,6, 7 und 8 von Priiparat I be- 
standen aus reinem bzw. nahezu reinem Nervonsiiuremethylester. 
Da der Schmelzpunkt der hydrierten Siure noch nicht ganz dem 
der synthetischen n-Tetracosansiiure entsprach (82,5° statt 84°), so 
wurden die Fraktionen 5—8 von J, 5—7 von IJ, 6—10 von III, 
4—-7 von IV (insgesamt 21,7 g) vereinigt und nochimals der frak- 
tionierten Destillation unterworten. 
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Tabelle 3 











Methylester Freie hydrierte Siiure 
nach dein Umkryst. 
ied Menge Jod Schmp. | Aquiy. aus Aceton 
punkt 2 zani**) Gew. Sehmp. Aquiy 
0 Gew. 
a) 161 154 58,0 POL) 364 SO 361 
b) 163 144 63,1 80,581 364/364 S] 368/368 
©) 162 1,60 68,2 80,5-—-S1 371/370 Sl 368/360 
d) 162 1.5% 66,8 82—82,5 | 369/369 $2,5 
e) 165 1,59 66,7 82—82,5 | 369/369 * 83 
fe) 168 4 67,4 82-—-82,5 $3 
g) 168 1,80 67,1 | 82--82,5 32,0 
h) 168 1,58 67.4 | 81,5—82 82 
) 168 1,67 66,2 | 81,5—82 | 367/368 | 82 
k) 167 1,53 68,0 81,5—82 | 369/367 82 
1) 166 1,63 67,0 | 81-—81,5 | 367/368 S2 370/368 
m) 167 1,45 O67 81—81,5 ; 368/368 82 367/366 
n) 169 155 | 642 79,5—80 | 376/375 (9,5 BIS/ST7 
*) 0,02 mm He. “™) C,.H,.O0, (Nervonsiiuremethylester) ber.: 66,72. 


a) 43,50 mg: 1,99 cem n/10-Bromlésung. 20,140 mg: 1,11 cem n/20 
NaOH. 26,003 mg: 1,44 ecm n 20-Na0OH., b) 43,91 mg: 2,18 cem n/10 
Bromlésung. 22,554 (24,623) mg: 1,24 (1,35) cem n/20-NaOH. = 29,204 
(33,910) mg: 1,59 (1,84) cem n 20-NaOH,. e) 28,59 me: 1,54 cem n/10-Brom- 
lésung. 36,799 (39,697) mg: 1.98 (2,14) com n 20-NaOHl. 27,088 (45,630) me: 


1,47 (2,48) eem n/20-NaOll, d) 31,51 mg: 1,66 ccm n10-Bromlésung. 
23,495 (29,863) me: 1,27 (1,62) cem n/20-NaOH. e) 32,47 mg: 1,71 cem 


n/10-Bromlésung. 22,435 (24,080) mg: 1,22 (1,30) ecin’ n 20-NaOH. 
f) 31,23 mg: 1,66 ecm n/20 Bromlésung. ~~ g) 35,14 mg: 1,75 eem n/10-Brom 
losung. h) 33,26 mg: 1,77 cem n L0-Bromlésung. jp 338,50 mg: 1,75 cem 
n/10- Bromlésung. 28,483 (37,850) mg: 1,55 (2,06) cem n 20- NaOH. 
k) 30,58 mg: 1,64 cem n/10-Bromlésung. 30,750 (23,770) mg: 1,67 (1,29) eem 
n/20-NaOH. 1) 33,70 mg: 1,78 cem n 10-Bromlésung, 26,684 (30,555) ng : 
1,45 (1,65) cem n/20-NaOHl, 46,884 (24,640) mg: 2,54 1,54) cem n/20-NaOll. 

m) 30,37 mg: 1,60cem n,/10 Bromlésung. 30,830 (29,217) me: 1,68 (1,59) eem 
n 20-NaOH. 48,820 (41,310) mg: 2,66 (2,26) cem n 20-NaOH, n) 3141 me: 
1,59 cem n/10-Bromlésung. 35,773 (27,654) mg: 1.90 (1,47) cem n 20-NaOH. 
18,624 (21,161) mg: 0,99 (1,13) eem n/20-NaOH. 

Destillationsriickstand: 0,74 g¢ (Ry). 


Obgleich das vorliegende Sammelpriiparat von Nervonsiiure auf 
Grund des Fraktionierergebnisses nur noch Spuren von niedriger- 
und héher-molekularen Siuren enthielt, wurde auch hier auffallender- 
weise keine Fettsiiure erhalten, bei welcher der Schmelzpunkt des 
Hydrierungsprodukts den der n-Tetracosansiiure vollig erreichte. 
Entsprechende Beobachtungen wurden seinerzeit!) bei der Frak- 
tionierung des Oxydationsprodukts der Cerebronsiiure gemacht. 


D 
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Zur Darstellung der reinen Nervonsiiure wurden 1,02 g¢ der 
vereinigten Fraktionen e und f mit 7 ccm etwa n/1 iithylalkoho- 
lischer Kalilauge durch 3/,stiindiges Kochen am RiickfluBkiihler 
verseift. Beim langsamen Abkiihlen der Lisung auf 0° fiel das 
Kaliumsalz in gliinzenden Blittchen aus. Es wurde abgesaugt, 
mit wenig eiskaltem Alkohol ausgewaschen, in Wasser gelist und 
mit Salzsiiure zerlegt. Die Menge der durch Ausschiitteln mit 
Petroliither gewonnenen Nervonsiure betrug 0,72 g. Schmelzpunkt 
40—41° Aquivalentgewicht gef. 367/367 (37,180/31,308 mg: 
2,03/1,71 ccm n/20-NaOH). SchlieBlich wurde die Siure noch aus 
der 10fachen Menge Aceton unter Kiihlung mit einer Kilte- 
mischung umkrystallisiert. Glinzende Blittchen. Schmelzpunkt 
41,5—42°. Der Schmelzpunkt der seinerzeit aus dem Nervon 
gewonnenen Substanz lag bei 40 bzw. 41°. 


5,316 mg Subst.: 15,330 mg CO,, 5,980mg H,O. — 31,810 (27,015) me 
Subst.: 1,74 (1,48) eem n/20-NaOH. — 34,920 mg Subst.: 1,89 eem n/10- 
Bromlésung. 


C.,H,,O, Ber. C 78,62 H 12,65 Aquiv.-Gew. 366,36  Jodz. 69,29 
Gef. ,, 78,7 55 LesG Bs 366/366 » 68,6. 

Die C,,..-Siiure. Aus der Zusammenstellung des Frak- 
tionierergebnisses von Priiparat I (Tab. 1) geht hervor, da& das 
urspriingliche Siiuregemisch aufer der Nervonsiiure noch eine 
bisher unbekannte héhere Homologe enthilt. Alles sprach dafiir, 
daB es sich um eine n-Hexacosensiiure handelt. In Fraktion 11 
muBte sie schon in annihernd reiner Form vorgelegen haben. 

Zur weiteren Reinigung wurden die Fraktionen I,_,,, I,_,,; 
| oe. Po (Tab. 1), n(Tab.3) und die Destillationsriickstiinde 
R, und R, vereinigt (16,7 g) und wiederum fraktioniert destilliert, 
wobei ein neuer, von Kk. Schuwirth®) konstruierter, fiir Destilla- 
tionen bei besonders hohem Vakuum_ geeigneter Fraktionier- 
apparat beniitzt wurde (vgl. Tab. 4). 

a) 36,61 mg: 1,92 cem n/10- Bromlésung. 26,175 (34,227) mg: 1,40 
(1,84) cem n/20-NaQOH. 39,539 (33,650) mg: 2,12 (1,82) cem n/20-NaOH. — 
b) 30,74 mg: 1,67 cem n/10-Bromlésung. 29,057 (31,880) mg: 1,54 (1,69) eem 
n/20-NaOH. 33,580 (38,536) mg: 1,81 (2,06) eem n/20-NaOQH. — c) 40,04 mg: 
2.10 cem n/10-Bromlésung. 35,910 (31,421) mg: 1,92 (1,68) eem n/20-NaOH. 
28,160 (32,998) mg: 1,49 (1,76) cem n/20-NaOH, — d) 37,24 mg: 1,93 cem n/10- 
Bromlésung. 31,421 (28,995) mg: 1,68 (1,54) eem n/20-NaOH. 32,998 
(31,001) mg: 1,76 (1,66) eem n/20-NaOH. — e) 30,95 mg: 1,67 eem n/10-Brom- 
lésung. 25,421 (31,450) mg: 1,33 (1,65) cem n, 20-NaOH. 29,550 (25,046) mg: 
1,56 (1,32) cem n-20- NaOH. — f) 43,78 mg: 2,26 cem n/10- Bromlésung. 

®) Noch nicht veréffentlicht. 
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— g) 26,81 mg: 1,39 cem n/10-Bromlésung. — h) 29,60 mg: 1,54 eem n/10- 
Bromlésung. — f—h) 19,940 (22,505) mg: 1,03 (1,16) cem n/20-NaOH. 19,925 
(28,320) mg: 1,03 (1,46) cem n/20-NaOH. — j) 31,11 mg: 1,63 eem n/10-Brom- 
lésung. 26,200 (23,125) mg: 1,32 (1,18 eem n/20-NaOH. 28,025 (25,380) mg: 


1,42 (1,28) cem n/20- NaOH. k) 36,50 mg: 1,88 cem n/10- Bromlésung. 
21,520 (25,438) mg: 1,09 (1,28) cem n/20-NaOH. 27,000 mg: 1,37 ecm n/20- 
NaOH. 1) 37,86 mg: 1,86 cem n/10-Bromlésung. 21,264 (25,318) mg: 1,06 


(1,26) eem n/20-NaQH. 29,927 (40,020) mg: 1,51 (2,01) eem n/20-NaOH. 
Destillationsriickstand: 23,670 mg: 1,08 cem n/20-NaOH. 29,530 mg: 1,45 ecm 
n/20-NaOH. 

Tabelle 4 
































Methylester Freie hydrierte Siure 
cm eee a | | | nach dem Umkryst. 
scent Menge | Jod- | Schmp. | Aquiv.- | 2@us Aceton , 
_— ) g | zahl ° | Gew. | Schmp. Aquiv. 
| | Gew. 
a) 162 1,35 66,5 | 79,5—80; 373/372 | 81 | 372/370 
b) 162 1,47 68,8 | 79—79,5 | 377/376 80 | 371/374 
Cc) 162 1,43 66,5 79—79,5 | 376/375 80 378/376 
d) 168 1,47 65,8 79—79,5 | 375/376 80 376/374 
e) | 167 1,42 | 68,5 | 79—79,5| 383/384 | 80 378/378 
f) 167 1,46 65,4 | 
g) 172 1,38 65,7 80 | 389/389 81,5 | 388/388 
h) | 170 1,45 | 66,0 | | | 
j) 170 1,35 66,5 | 82—82,5 | 397/393 | 84—84,5|) 395/396 
k) 173 1,33 65,3 | 82,5—83 | 393/396 | 85—85,5' 394 
) | 198 | 121 | 622 | 82 | 400/401 | 84,5—85 396/398 
Destillations- |, Stoel ac ine! a 
cicketand | 24 | 79-80 | 438 | 83-84 | 408 


*) 10-3 mm Hg. 

Wie die Zusammenstellung zeigt, ergab sich bei Beginn der Destillation 
eine nur verhiiltnismaiBig geringe Fraktionierwirkung. Dies ist wohl darauf 
zuriickzufiihren, daB der Heizmantel der Kolonne auf einer etwas zu hohen 
Temperatur gehalten worden war. 

In der hydrierten Saiure von Fraktion k handelt es sich 
offensichtlich um annahernd reine n-Hexacosansiure. Eine Misch- 
probe mit Lignocerinsiure (Schmelzp. 83°) im Verhiltnis 1:1 
zeigte den Schmelzp. 79—80°. Es ergab sich also eine starke 
Depression. Die Siure krystallisiert aus Aceton in glinzenden 
Blittchen, 

1,968 mg Subst.: 5,665 mg CO, und 2,280 mg H,0O. 

C.sH;,0, (396,4) Ber. C 78,72 H 13,22 Gef. C785 H 13,0. 

Die Darstellung der freien n-Hexacosensiure aus dem Methyl- 
ester (Fr. k) erfolgte wie oben bei der Nervonsiure beschrieben. 
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Aus 1,08 g Methylester wurden 0,87 g Siure erhalten. Schmelzp. 
44—44,5". Aquivalentgewicht gef.: 394/392 (33,435/44,297 mg: 
1,70/2,26 com n/20-NaOH). Beim Umkrystallisieren aus Aceton 
wurden aus 0,78 g Siiure. 0,61 g zuriickerhalten. Glinzende Blitt- 
chen. Schmelzp. 45—45,5°. 

1,872 mg Subst.: 14,080 mg CO,, 5,500 mg H,0. 25,910 (35,550) mg 


Subst.: 1,31 (1,80) eem n/20-NaQOH. 35,190 mg Subst.: 1,84 cem n/10-Brom- 
lésung. 
CygH;.02:% Ber. C 79,11 H 12,78 Aquiv.-Gew. 394,4 Jodz. 64,36 
Gef. ,, 78,8 » 12,8 i 395/395 93 OG;o « 
Eine Hexacosensiiure (Ximensiiure) wurde vor kurzem von 
S. V. Puntambekar und S. Krishna’) in dem Samenfett von 
Ximenia-Arten aufgefunden. Es handelt sich hier um die 4!‘n-Hexa- 
cosensiure [H. A. Boekenoogen'‘)], Aus tierischen Fetten ist, so- 
weit ersichtlich, eine n-Hexacosensiure bis jetzt noch nicht isoliert 
worden. 
Fiir das urspriingliche Fettsiiuregemisch (I von Tab. 1) ergibt 
sich folgende Zusammensetzung: 
Tabelle 5 
Menge der Methylester in ¢g 





























> 
Summe 
1 Z2ESTS4EPSL6E6 ET? £819 FIOPII P12 
£ "lo 
C,, (Palmitin- |0,42 0,42. 3 
saiure) . 3 
Cy, (Stearin- = |0,54]1,13]1,17 2,84 | 19 
siure). 
Coo—Cun + 0,4140,31]0,19 0,91) 6 
C,, (Nervon- 1,26]1,48]1,45}1,33]1,33]0,94]0,29 8,08 54 
siure) . 
C,, (n-Hexa- 0,1740,58}0,9610,51)0,311 2,53 17 
cosensiiure) 
héhermoleku- Q0,13}0,13) 1 
lare Siuren 

















Fiir die Berechnung wurde bei Fr. 1—3 das Aquivalentgewicht der 
nicht umkrystallisierten Siiuren, bei Fr. 4—12 das Aquivalentgewicht der 
umkrystallisierten hydrierten Siiuren zugrunde gelegt. Die geringfiigige 
Anderung des Mischungsverhiiltnisses der Komponenten beim Umkrystalli- 
sieren kann bei den héhermolekularen hydrierten Siuren von Fr. 4—12 
vernachlissigt werden. Die Menge der C,,- und C,.-Siiuren wurde unter 
der willkiirlichen Annahme errechnet, daB beide Siiuren in den Fr. 2—4, 
in welchen ihr Vorhandensein erwartet werden konnte, in gleichen Mengen 
vorkommen. 


7) J. Jndian Chem. Soe. 14, 268 (1937). 
8) Fette und Seifen 46, 717 (1939). 
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Wie bereits erwihnt, wire es durchaus irrefiihrend, an- 
zunehmen, daf alle die hier vorgefundenen Fettsiuren Bausteine 
der Gehirncerebroside sind. Die C,,- und C,,-Siiuren (vorwiegend 
Palmitin- und Stearinsiure) diirften wohl im wesentlichen aus den 
itherunléslichen Glycerinphosphatiden und vor allem dem Sphingo- 
myelin stammen, mit welchen die Cerebrosidpriiparate noch ver- 
unreinigt waren. Da die vorliegende Nervonsiurefraktion nicht 
mehr als den 5. Teil der gesamten Cerebrosidfettsiiuren ausmacht 
und die von den Verunreinigungen stammenden Fettsiiuren (ins- 
besondere die Palmitin- und Stearinsiiure) gerade in dieser Nervon- 
siiurefraktion sich anreichern, so werden schon verhiiltnismiBig 
geringe Verunreinigungen des Cerebrosidpriiparats sich in der 
Zusammensetzung dieser Nervonsiiurefraktion stark auswirken. 

Fiir die n-Hexacosensiiure, die hier erstmals in Gehirn- 
lipoiden nachgewiesen worden ist, mu8 als ziemlich wahrschein- 
lich gelten, daB sie als Baustein der Cerebroside vorkommt. Die 
Siiure findet sich zwar nach den im hiesigen Institut durch- 
gefiihrten Untersuchungen von F. Rennkamp’) auch im Sphingo- 
myelin, aber nur in ebenso geringen Mengen wie in den Cere- 
brosidpriiparaten, so da das als Verunreinigung vorhandene 
Sphingomyelin nicht als Muttersubstanz in Betracht kommt. 
Immerhin darf nicht tibersehen werden, daf die neue Siure kaum 
mehr als 3°/, der Gesamtfettsiiuren der Cerebrosidpriiparate aus- 
macht und da® méglicherweise auch Verunreinigungen anderer 
Art vorhanden sein kénnen, aus welchen so kleine Siiuremengen 
abgespalten werden. 

Nach Auffindung der n-Hexacosensiiure in der Nervonsiiure- 
fraktion der Cerebrosidfettsiiuren muB damit gerechnet werden, 
daB auch die friiher isolierten Nervonsiiurepriiparate noch etwas 
von der héher homologen Siiure beigemengt enthielten. Es kann 
aber kein Zweifel bestehen, daf in der seinerzeit aus dem iso- 
lierten Nervon gewonnenen Substanz (Schmelzp. 41°; gegeniiber 
41,5—42° der in der vorliegenden Arbeit herausfraktionierten 
reinen Saiure) nahezu reine Nervonsiiure vorgelegen hat. Auch das 
Ergebnis der Konstitutionsermittlung, die mit etwas weniger 
reinen Nervonsiiurepriiparaten ausgefiihrt wurde, wird durch die 
neuen Befunde nicht in Frage gestellt. 


Die Untersuchung wurde unterstiitz! durch Mittel, welche der Reichs- 
forschungsrat zur Verfiigung gestellt hat. 


®) Noch nicht verdffentlicht. 
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Ill. Mitteilung 


Uber das Unverseifbare des menschlichen Serums 
“ Von 


Adolf Dimter 


(Aus dem Institut fiir physiologische und medizinische Chemie der Deutschen 
Karls-Universitét in Prag) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. November 1941) 


In den vorausgegangenen Arbeiten dieser Untersuchungsreihe 
wurde iiber das Unverseifbare (,,U“) des Ovarialdermoidcysten- 
fettes') und iiber das ,,U“ aus dem Leberfett Erwachsener und 
des Foétus?) berichtet. Es hatte sich dabei ergeben, daB im Der- 
moidcystenfett und auch im Leberfett erwachsener Siiugetiere 
stark ungesiittigte KW-Stoffe vorkommen. Daneben finden sich 
in diesen Fetten Substanzen, welche nicht digitoninfiillbar sind, 
jedoch die Cholestolreaktionen geben. Es ergab sich die nahe- 
liegende Vermutung, daB zwischen der Bildung des Cholesterins 
im Organismus und diesen Kérpern Zusammenhinge bestehen. 
Ob nun das Cholesterin letzten Endes aus ungesiittigten Fett- 
siuren oder aus anderen Substanzen entsteht, auf jeden Fall 
miissen Zwischenstadien der Cholesterinbildung passiert werden, 
iiber die hinweg die Synthese des Cholesterins erfolgt. Diese 
Zwischensubstanzen miissen, sobald sie einmal ihren Siurecharakter 
verloren haben, im ,,U* zu suchen sein. 

An die Auffindung derartiger Fraktionen des ,,U“ im Leber- 
fett und Dermoidcystenfett mute sich naturgemiil} eine Priifung 
der im Blute vorhandenen Lipoide auf analoge Substanzen an- 
schlieBen, denn aller Wahrscheinlichkeit nach verliuft ein der- 
artiger komplizierter Vorgang wie die Cholesterinsynthese nicht 
in einem Organ allein und es ist zu vermuten, daB die Zwischen- 
stufen des Cholesterinstoffwechsels auf dem Blutwege von einem 
Organ ans andere weitergegeben werden. Schon normalerweise, 
insbesondere aber bei Stérungen des Lipoidstoffwechsels wire 
an das Vorkommen derartiger Zwischensubstanzen im Blutserum 
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zu denken. Gerade iiber die Fraktionen des Serums aber, welche 
diese Substanzen enthalten, ist noch relativ wenig bekannt. Denn 
derartige Substanzen miBten sich in demjenigen Anteil des ,,U“ 
finden, der nach der Fillung des Cholesterins mit Digitonin aus 
dem Filtrat erhalten wird. 

Mit der Trennung und Gewichtsbestimmung der von Chole- 
sterin verschiedenen ,,U“-Substanzen im Blutserum hat sich zuerst 
Lemeland?) befaBt. Es ist ihm der Nachweis gelungen, daB das 
neben dem Cholesterin vorhandene Restunverseifbare (,.RU*) kein 
Kunstprodukt ist. Man findet es, wenn auch in wechselnder 
Menge, in jedem Serum. Die Menge kann bis zu 50°/, des 
Gesamt-,,U“ betragen. In der Digitonidmethode wurde der Weg 
gefunden, um das ,,U“ von Cholesterin quantitativ zu befreien. 
Damit war eine der Hauptschwierigkeiten, die Abtrennung des 
Cholesterins, beseitigt und das cholesterinfreie ,,U“ konnte quanti- 
tativ erfaBt und auf seine Zusammensetzung untersucht werden. 

Besonders in der letzten Zeit gab daher das ,,.RU“ Anlaf zu Unter- 
suchungen. Zuniichst hat sich Brandt‘) mit den unbekannten Substanzen 
des ,,U“ des Blutserums befabt. Nach Abtrennung des Cholesterins durch 
Krystallisation und Digitoninfillung wurde das zuriickbleibende ,,U“ als 
gelbes dickfliissiges Ol in einer Ausbeute von etwa 59 mg-°/, erhalten. 
Brandt weist darauf hin, dab das cholesterinfreie ,,U“ positive Cholesterin- 
reaktionen gibt, die auf sterinartige, mit Digitonin nicht fillbare Substanzen 
zuriickzufiihren sein diirften. Neuerdings hat sich vor allem auch Graff®) 
mit der Bestimmung des ,,RU“ im Blutserum Kranker befabt. Graff findet 
im Gegensatz zu Brandt wesentlich héhere Werte fiir das ,,.RU“, nimlich 
140 mg-*/,. Birger und Plétner®) haben den unverseifbaren Anteil des 
mensechlichen Serums der chromatographischen Analyse iiber Al,O, in 
Petroliitherlésung unterworfen und dabei 2 KW-Stoffe isolieren kénnen, 
deren Elementarzusammensetzung bestimmt wurde. 

Die Menge dieses ,,.RU*“ ist allerdings groBen Schwankungen 
unterworfen, wie ja derartige Abweichungen auch bei anderen 
Lipoidfraktionen beobachtet werden. Auch sind die Methoden, die 
von den einzelnen Autoren bei der Bestimmung des ,,RU“ ver- 
wendet werden, sehr verschieden und der Kinwand, da® der ge- 
fundene Wert von der angewandten Methode abhingt, erscheint 
durchaus berechtigt. Um die im ,.RU“ vorhandenen Substanzen 
zu erfassen, muBte daher zunichst eine schonende Methode zur 
Isolierung des ,,U“ angewendet werden. Bei Anwendung derartiger 
Methoden finden sich im ,,U“ neben den physiologisch wichtigen 
Sterinen auch KW-Stoffe und Wachsalkohole, iiber deren Natur 
und biologische Bedeutung man vorliufig wohl kaum etwas aus- 
sagen kann, Je nach der Art der angewandten Extraktionsmethode 
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kann das ,U“ in seiner mengenmiiBigen wie auch in seiner 
qualitativen Zusammensetzung gelegentlich nicht unbedeutend be- 
einfluBt werden. Die Menge des ,.U* kann vor allem aber patho- 
logisch gréBeren Schwankungen unterliegen. Die Frage nach der 
genaueren Charakterisierung und den Mengenverhiltnissen der 
im ,,U“ vorkommenden Stoffe ist die Aufgabe der folgenden Arbeit. 
Insbesondere wurde nach stark ungesittigten squalenartigen K W- 
Stoffen geforscht, da zwischen Sterinen und ungesiittigten KW- 
Stoffen Beziehungen biologischer Art vermutet werden. 


Versuchsteil 


Zuniichst habe ich zu orientierenden Versuchen 500 ecm Menschen- 
mischserum in langsamem Strom unter stiindigem Schiitteln in 3 Liter 
Alkohol-Ather (3:1)-Gemisch einflieBen lassen. Nach kurzem Stehen wurde 
vom gefiillten EiweiB abgesaugt. Der Filterriickstand wurde mit Alkohol- 
Athergemisch 3 mal nachgewaschen und im Vakuumexsiceator getrocknet. 
Das so getrocknete Serumeiweil wurde fein gepulvert und mit Alkohol- 
Ather erschépfend extrahiert. Diese Ausziige wurden mit dem urspriing- 
lichen Filtrat vereinigt und verarbeitet. 

Das Filtrat wurde im Vakuum, ohne dafi die Temperatur von 40° iiber- 
schritten wurde, méglichst eingeengt. SchlieSlich trat so starkes Schiiumen 
auf, daB ein weiteres Eindampfen im luftverdiinnten Raum nicht mehr 
moéglich war. Der Rest des Wassers wurde daher im Stickstoffstrom bei 
gewohnlichem Druck am Wasserbad entfernt. Der Riickstand wurde mit 
Alkohol-Ather aufgenommen und der Extrakt im Vakuum zur Trockne ge- 
bracht. Nun erst wurde mit wasserfreiem Ather aufgenommen und yom 
Unlislichen abgetrepnt. Der Atherauszug wurde wieder im Vakuum ein- 
gedampft und der Vorgang mehrere Male wiederholt. Es blieb immer wieder 
ein geringer Teil in wasserfreiem Ather ungelést. Die Reindarstellung yon 
Serumfett mit Hilfe dieser Methode ist fiuBerst langwierig. Nun wurde mit 
frisch destilliertem Petroleumiither (leicht siedend bis 40°) aufgenommen 
und 2 Tage stehen gelassen. Nun hatten sich die unldslichen Bestandteile 
fest am Boden abgesetzt und die klare Petroliitherlésung lieB sich bequem 
abgieBen. Nach Nachwaschen mit etwas Petroliither wurde schlieBlich im 
Vakuum eingedampft. Nun liste sich alles klar in tiber Natrium getrocknetem 
Ather. Das auf diese Weise erhaltene Serumfett wurde mit Natriumalkoholat 
auf kaltem Wege in der iitherischen Lésung verseift. Nach 2 Tagen Stehen 
wurde von den ausgeschiedenen Seifen abfiltriert. Das Filtrat wurde mit 
einer weiteren Alkoholatmenge versetzt und wieder 48 Stunden stehen ge- 
lassen. Nach Abtrennung der nur noch wenig gebildeten Seifen wurde die 
Lésung im Vakuum villig eingeengt. Nach Aufnahme in Ather wurde die 
iitherische Lisung mit Wasser ausgeschiittelt. Die Atherschicht wurde im 
Vakuum eingedampft, im Vakuumexsiceator vollkommen getrocknet und 
schlieBlich das so gereinigte ,,U‘ zur Wiigung gebracht. 

Es ergaben sich hierbei folgende Werte: Gesamtfettgehalt im ver- 
wendeten Serum 1,7962 g, das sind 0,36°/,, davon 65,6°/, ,,U* (1,1784 g) im 
Serumfett, was einem Wert von 235,7 mg-°/, im Serum entspricht. Die 
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Digitoninfiillung im ,,U*“ gab 3.1495 g Cholesterindigitonid, entsprechend 
0.7656 ¢ Cholesterin, daher im ,,U* 65°/,, im Serum 153 mg-°/, Cholesterin. 
Daraus ergibt sich 0,4128 g¢ ,,RU“, das sind 82,6 mg-°/, im Serum. Bei der 
priiparativen Darstellung des ,,.RU“ gelingt es bei Verwendung kleiner 
Substanzmengen in einzelnen Fillen nahe an den errechneten Wert heran- 
zukommen. 


Zur Aufklirung der Zusammensetzung des ,,RU“ erschien 
das Auftreten einer positiven Lieberma nn-Burchard-Reaktion 
(LBR) in dem von Cholesterin bereits vollkommen befreiten ,,.RU* 
autfallend. Eine weitere Frage war, ob die im Leberfett bzw. im 
Dermoideystenfett auftretenden stark ungesiittigten KW-Stoffe 
auch im Serum vorhanden sind. 


A. Zur Beantwortung der Frage nach den die LBR gebenden Sub- 
stanzen im ,,.RU“ wurde der folgende Versuch durchgefiihrt: 

Das Filtrat der Digitoninfillung wurde mit Wasser und Ather behandelt 
und aus der Athersehiecht das gereinigte ,,.RU“ gewonnen. Das auf diese 
Weise erhaltene .RU* gab die LBR, obwohl es, wie der negative Ausfall 
einer Digitoninfiillung zeigte, vollkommen cholesterinfrei war. 

DaB es sich hier nicht um unverseifte Cholesterinester handelte, ergab 
sich aus folgenden Versuchen: 

1. Ein Teil des so isolierten RU“ wurde in Ather gelést und diese 
Lisung einer nochmaligen Verseifung mit Natriumalkoholat in der Kiilte 
unterworfen. Dabei trat weder eine Ausscheidung von Seifen ein, noch gab 
der mit Wasser alkalifrei gewaschene Ather nach dem Eindampfen und 
Lisen des Riickstandes in Alkohol eine Fallung mit Digitonin. 

2. Die an und fiir sich sehr schwer verseifbaren Cholesterinester 
werden, wie Versuche mit synthetisch dargestellten Cholesterinestern er- 
gaben (vgl. auch II. Mitteilung), gerade mit Natriumalkoholat in iftherischer 
Léisung verhiiltnismiBig leicht und quantitativ gespalten. Demgegeniiber 
geniigt 2 stiindiges Kochen mit alkoholischer Lauge keineswegs zur Spaltung 
der Sterinester. 

Das jeweils isolierte .U war dagegen. wie oben beschrieben, 2 mal 
mit Natriumalkoholat je 48 Stunden verseift worden, so dab die absolute 
Sicl ierheit einer vollkommenen Verseifung der Cholesterinester besteht. 

Ein Einwand, daB es sich hierbei um unverseift gebliebene Sterinester 

s Triger dieser positiven Cholestolreaktion handeln kénnte, kommt daher 
richt in Frage. Die positive Cholestolprobe in diesem volistindig verseiften 
aa von Cholesterin restlos befreiten Anteil kann daher nur durch die An- 
wesenheit sterinihnlicher Substanzen bedingt sein, die mit Digitonin nicht 


igi 
gefallt werden, wohl aber die Cholestolfarbenreaktionen geben. Es ist daher 
die Vermutung gerechtfertigt, dab in diesen Kérpern dem Cholesterin be- 
reits recht nahestehende Vorstufen zu sehen sind. 

B. Zum Nachweis stark  ungesittigter KW-Stoffe wurde das RU“ 
nach Lésung in Aceton mit HCl-Gas 3 Stunden lang bei —5° behandelt. 
Dabei fiel eine geringe Menge eines flockigen weifen Niederschlages aus. 
Der Niederschlag war sicher squalenfrei. Trotz vieler Versuche gelang es 
mir nicht, die typischen Krystalle des sonst so leicht krystallisierenden 
Squalens zu erhalten. Die Substanz gab keine LBR. Im iibrigen gab das 
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1 RU“ in Aceton gelést beim Abkiihlen allein schon eine geringe flockige 
Fiillung ohne Cholestolreaktionen, die offensichtlich aus der gleichen Sub- 
stanz bestand. 

Auch die relativ kleine Jodzahl im ,,RU“ macht die Anwesenheit 
squalenartiger KW-Stoffe im ,,.RU“ des Serumfettes unwahrscheinlich. So 
wurde in dem angefiihrten Falle eine Jodzahl von 43 fiir das Gesamt-,,RU“ 
’ gefunden. In einem anderen Falle habe ich, um einen Mittelwert iiber das 
Jodadditionsvermégen des ,,.RU“ zu bekommen, von einer gréBeren Anzahl 
gesunder Menschen je 10 cem Niichternserum mit Natriumalkoholat am 
Wasserbad .bei 70° hydrolysiert und in dem Misch-,,.RU‘ die Jodzahl mit 


73,8 (0.2748 g¢ Subst.: 15,97 eem n/10) bestimmt. Dagegen wies das ,,RU‘* 
aus Ovarialdermoidcystenfett ') und das ,,RU“ aus dem Leberfett Erwachsener’) 


wesentlich héhere Jodzahlen auf, und dementsprechend wurde auch das 
stark ungesiittigte Squalen bzw. Hepen in diesen Fraktionen gefunden. 

Dampft man die mit HCi-Gas gesiittigte Acetonlésung am Wasserbad 
ein, so list sich der Riickstand in Chloroform mit gelobrauner Farbe. Ver- 
setzt man nun mit Essigsiiureanhydrid und konzentrierter Schwefelsiiure, 
so wird die Farbe nur wesentlich dunkler. Die LBR ist somit hier nach 
der Behandlung mit HCl-Gas verschwunden. Parallele Versuche mit Chole- 
sterinlésungen ergaben, dah die LB bei der Behandlung mit HCl-Gas be- 
stehen bleibt. Auch dies liBbt darauf schlieBen, daB es sich hier nicht um 
Cholesterin handelt. 

Im Serum findet sich also eine iiberraschend groBe Menge 
bisher unbekannter Lipoide. Ihrem Verhalten bei der Verseifung 
zufolge kann es sich um héhere KW-Stoffe oder Alkohole, még- 
licherweise auch um Ketone handeln. Dieser Fraktion gehért auch 
der Koérper mit positiver Cholestolreaktion an. 


Zur genaueren Identifizierung der fraglichen Stoffe wurde eine griBere 
Serummenge verarbeitet. 1520 c¢em Mischserum wurden durch direktes an- 
dauerndes Kochen mit Natronlauge unter Stickstoffdurchleiten hydrolysiert 
und anschliefend mit Ather ausgeschiittelt, die Atherschicht mit Wasser 
alkalifrei gewaschen und der so gereinigte Atherextrakt im Vakuum ein- 
gedampft. Der Riickstand wurde mit wasserfreiem Ather aufgenommen, 
und das Filtrat wiederum zur Trockne gebracht. Um sicher zu-gehen, daB 
alles Verseif bare auch wirklich verseift war, habe ich den Trockenriickstand 
in Ather gelist und in diese Lisung Natriumalkoholat unter kriiftigem 
Schiitteln tropfenweise in hinreichender Menge eingebracht. Nach 2 Tagen 
Stehen wurde mit Wasser ausgeschiittelt und so das von Estern restios 
befreite ,,U“ gewonnen. Das ,,U‘* wurde in Alkohol unter Erwiirmen gelést 
und mit Digitonin gefiillt; das Filtrat von der Digitoninfiillung wurde im 
Vakuum eingedampft und mit trockenem Ather extrahiert.. Der Riickstand 
bestand im wesentlichen aus iiberschiissigem Digitonin. Der Atherauszug 
wurde mit wenig Wasser digitoninfrei gewaschen und anschlieBend voll- 
kommen zur Trockne gebracht. Der Riickstand wurde bis zur Gewichts- 
konstanz im Exsiceator belassen. 


Es ergaben sich 3,15 ¢ ,,U“, ds. 207,2 mg®/, und 1,0858 g 
»RU“, ds. 71,4 mg°/, im Serum (errechnet 81,4 mg°/,); ferner 
7,8713 g¢ Digitonincholesterid = 1,9135 g Cholesterin. 


es 


es 
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Digitoninfiillung im ,,U“ gab 3,1495 g Cholesterindigitonid, entsprechend 
0,7656 g Cholesterin, daher im ,,U“ 65°/,, im Serum 153 mg-°/, Cholesterin. 
Daraus ergibt sich 0,4128 g , RU*, das sind 82,6 mg-°/, im Serum. Bei der 
priiparativen Darstellung des ,,RU“ gelingt es bei Verwendung kleiner 
Substanzmengen in einzelnen Fiillen nahe an den errechneten Wert heran- 
zukommen. 


Zur Aufklarung der Zusammensetzung des ,,RU“ erschien 
das Auftreten einer positiven Liebermann-Burchard-Reaktion 
(LBR) in dem von Cholesterin bereits vollkommen befreiten ,,.RU“ 
auffallend. Eine weitere Frage war, ob die im Leberfett bzw. im 
Dermoidcystenfett auftretenden stark ungesittigten KW-Stoffe 
auch im Serum vorhanden sind. 


A. Zur Beantwortung der Frage nach den die LBR gebenden Sub- 
stanzen im ,,RU‘ wurde der folgende Versuch durchgefiihrt: 

Das Filtrat der Digitoninfiillung wurde mit Wasser und Ather behandelt 
und aus der Atherschicht das gereinigte ,.RU“ gewonnen. Das auf diese 
Weise erhaltene ,,.RU“ gab die LBR, obwohl es, wie der negative Ausfall 
einer Digitoninfillung zeigte, vollkommen cholesterinfrei war. 

DaB es sich hier nicht um unverseifte Cholesterinester handelte, ergab 
sich aus folgenden Versuchen 

1. Ein Teil des so isolierten ,,.RU“ wurde in Ather gelist und diese 
Lisung einer nochmaligen Verseifung mit Natriumalkoholat in der Kiilte 
unterworfen. Dabei trat weder eine Ausscheidung von Seifen ein, noch gab 
der mit Wasser alkalifrei gewaschene Ather nach dem Eindampfen und 
Lésen des Riickstandes in Alkohol eine Fiillung mit Digitonin. 

2. Die an und fiir sich sehr schwer verseifbaren Cholesterinester 
werden, wie Versuche mit synthetisch dargestellten Cholesterinestern er- 
gaben (vgl. auch II. Mitteilung), gerade mit Natriumalkoholat in dtherischer 
Lésung verhiiltnismifig leicht und quantitativ gespalten. Demgegeniiber 
geniigt 2stiindiges Kochen mit alkoholischer Lauge keineswegs zur Spaltung 
der Sterinester. 

Das jeweils isolierte ,,U“ war dagegen, wie oben beschrieben, 2 mal 
mit Natriumalkoholat je 48 Stunden verseift worden, so dab die absolute 
Sicherheit einer vollkommenen Verseifung der Cholesterinester besteht. 

Ein Einwand, daB es sich hierbei um unverseift gebliebene Sterinester 
als Triiger dieser positiven Cholestolreaktion handeln kinnte, kommt daher 
nicht in Frage. Die positive Cholestolprobe in diesem vollstiindig verseiften 
und yon Cholesterin restlos befreiten Anteil kann daher nur durch die An- 
wesenheit sterinihnlicher Substanzen bedingt sein, die mit Digitonin nicht 
gefiillt werden, wohl aber die Cholestolfarbenreaktionen geben. Es ist daher 
die Vermutung gerechtfertigt, dab in diesen Kérpern dem Cholesterin be- 
reits recht nahestehende Vorstufen zu sehen sind. 

B. Zum Nachweis stark ungesiittigter KW-Stoffe wurde das ,,.RU“ 
nach Lésung in Aceton mit HCl-Gas 3 Stunden lang bei —5° behandelt. 
Dabei fiel eine geringe Menge eines flockigen weifen Niederschlages aus. 
Der Niederschlag war sicher ~squalenfrei. Trotz vieler Versuche gelang es 
mir nicht, die typischen Krystalle des sonst so leicht’ krystallisierenden 
Squalens zu erhalten. Die Substanz gab keine LBR. 1 


Im tibrigen gab das 
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RU“ in Aceton gelést beim Abkiihlen allein schon eine geringe flockige 
Fillung ohne Cholestolreaktionen, die offensichtlich aus der gleichen Sub- 
stanz bestand. 

Auch die relatiy kleine Jodzahl im ,,RU“ macht die Anwesenheit 
squalenartiger KW-Stoffe im ,,.RU“ des Serumfettes unwahrscheinlich. So 
wurde in dem angefiihrten Falle eine Jodzahl von 43 fiir das Gesamt-,,RU“ 
gefunden. In einem anderen Falle habe ich, um einen Mittelwert iiber das 
Jodadditionsvermégen des ,,RU“ zu bekommen, von einer gréBeren Anzahl 
gesunder Menschen je 10 ccm Niichternserum mit Natriumalkoholat am 
Wasserbad bei 70° hydrolysiert und in dem Misch-,,.RU‘“ die Jodzahl mit 
73,8 (0.2748 g Subst.: 15,97 cem n/10) bestimmt. Dagegen wies das ,,RU“ 
aus Ovarialdermoidcystenfett ') und das ,,RU“ aus dem Leberfett Erwachsener?) 
wesentlich héhere Jodzahlen auf, und dementsprechend wurde auch das 
stark ungesiittigte Squalen bzw. Hepen in diesen Fraktionen gefunden. 

Dampft man die mit IfC]-Gas gesiittigte Acetonlésung am Wasserbad 
ein, so list sich der Riickstand in Chloroform mit gelbbrauner Farbe. Ver- 
setzt man nun mit Essigsiiureanhydrid und konzentrierter Schwefelsiiure, 
so wird die Farbe nur wesentlich dunkler. Die LBR ist somit hier nach 
der Behandlung mit HCl-Gas verschwunden. Parallele Versuche mit Chole- 
sterinlisungen ergaben, daB die LBR bei der Behandlung mit HCl-Gas be- 
stehen bleibt. Auch dies lift darauf schlieBen, daB es sich hier nicht um 
Cholesterin handelt. 

Im Serum findet sich also eine iiberraschend groBe Menge 
bisher unbekannter Lipoide. Ihrem Verhalten bei der Verseifung 
zufolge kann es sich um héhere KW-Stoffe oder Alkohole, még- 
licherweise auch um Ketone handeln. Dieser Fraktion gehért auch 
der Koérper mit positiver Cholestolreaktion an. 


Zur genaueren Identifizierung der fraglichen Stoffe wurde eine gréBere 
Serummenge verarbeitet. 1520 c¢em Mischserum wurden durch direktes an- 
dauerndes Kochen mit Natronlauge unter Stickstoffdurchleiten hydrolysiert 
und anschlieBend mit Ather ausgeschiittelt, die Atherschicht mit Wasser 
alkalifrei gewaschen und der so gereinigte Atherextrakt im Vakuum ein- 
gedampft. Der Riickstand wurde mit wasserfreiem Ather aufgenommen, 
und das Filtrat wiederum zur Trockne gebracht. Um sicher zu gehen, daB 
alles Verseifbare auch wirklich verseift war, habe ich den Trockenriickstand 
in Ather gelist und in diese Lisung Natriumalkoholat unter kriiftigem 
Schiitteln tropfenweise in hinreichender Menge eingebracht. Nach 2 Tagen 
Stehen wurde mit Wasser ausgeschiittelt und so das von Estern restlos 
befreite ,,U“ gewonnen. Das ,,U“ wurde in Alkohol unter Erwiirmen gelést 
und mit Digitonin gefiillt; das Filtrat von der Digitoninfiillung wurde im 
Vakuum eingedampft und mit trockenem Ather extrahiert. Der Riickstand 
bestand im wesentlichen aus iiberschiissigem Digitonin. Der Atherauszug 
wurde mit wenig Wasser digitoninfrei gewaschen und anschliefend voll- 
kommen zur Trockne gebracht. Der Riickstand wurde bis zur Gewichts- 
konstanz im Exsiceator belassen. 

Es ergaben sich 3,15 g ,,U“, ds. 207,2 mg®/, und 1,0858 g 
»RU“, ds. 71,4 mg°/, im Serum (errechnet 81,4 mg°/,); ferner 
7,8713 g Digitonincholesterid = 1,9135 g Cholesterin. 
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Dieser Wert fiir das ,.RU“ stimmt griBenordnungsgemiiB mit 
dem von Brandt (er nennt das cholesterinfreie ,,U“ ,unverseif- 
bares X“ gleich ,,UX*“) gefundenen Wert iiberein. Daf der yon 
Brandt gefundene Wert etwas niedriger ist, legt nach seinen 
eigenen Angaben daran, daB es ihm nicht gelungen ist, die nicht 
verseifbaren Stoffe restlos zu gewinnen. Dagegen hat Graff®), 
der der Methode Jenke‘) folgt, wesentlich héhere Werte als 
Brandt und ich selbst erhalten. Dies liegt offensichtlich daran, 
daB Graff nach der Jenkeschen Methode nur mit alkoholischer 
Lauge verseift hat. Diesbeziigliche Versuche haben aber ergeben, 
da8 bei der Verseifung von Serumfett mit Laugen fiir das ,,U* 
héhere Werte erhalten werden, dafiir aber kleinere, und zwar 
absolut kleinere Cholesterinwerte. Dementsprechend ist der Wert 
fiir das ,RU“ auch héher. Wie schon oben erwiihnt, sind die 
Cholesterinester nur sehr schwer verseifbar und die von Graff fiir 
das ,.RU“ gefundenen Werte (also 140 mg®/,) sind sicher zu hoch. 

Das ,,RU“ des Serums ist ein gelblich bis schwach briunlich 
gefiirbtes, dickfliissiges Ol, das beim Stehen im Exsiccator all- 
miihlich von weiBen wachsartigen Massen durchsetzt wird und so 
langsam erstarrt. Es ist phosphorfrei und enthilt nur Spuren 
von Stickstoff, die mit der Lassaigneschen Probe nicht, wohl 
aber nach der Dumasschen Methode nachweisbar sind. Es zeigt 
schwachen, etwas eigentiimlichen Geruch und ist leicht léslich in 
Benzol, Petrolither und Chloroform. In kaltem Alkohol oder 
Aceton ist es nur zum Teil léslich, wiihrend es sich in heifem 
Aceton oder Alkohol viéllig léste. Auch hier wurde die Jodzahl 
iibereinstimmend mit dem ersten Versuch bei etwa 50 gefunden. 
Ebenso gab das ,,.RU*“ trotz Cholesterinfreiheit positive Cholestol- 
reaktionen. 

1g ,RU“ wurde nun durch Behandlung mit kaltem Aceton in einen 
léslichen und einen unléslichen Anteil getrennt. 

A. In kaltem Aceton unloslicher Anteil des ,RU“. Der unlis- 
liche Anteil wurde durch mehrfaches Umfiillen aus heiBem Aceton gereinigt 
und so eine weibe Masse erhalten, die in Chloroform sehr leicht lislich 
war und positive LBR gab. Allerdings lieBen sich die weifen Massen 
nicht vollkommen von einem farblosen Ol trennen. In Alkohol war die 
Substanz sehr schwer léslich, etwas leichter liste sie sich unter Erwiirmen. 
Fluorescenz wurde zuniichst nicht beobachtet, und zwar auch nicht unter 
der Quarzlampe. Nach liingerem Stehen machte sich der typische Geruch 


des Ranzigwerdens bemerkbar. Mit Petrolither konnte die Substanz in 


einen geringen unléslichen Teil, der nicht zur Krystallisation zu bringen 
war, sich in Chloroform leicht léste und auffallend starke LBR und Sal- 
kowskis Cholestolprobe gab, und in einen léslichen Anteil, der ebenfalls 
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die LBR gab, geschieden werden. Der petroliitherlésliche Anteil, welcher 
bei weitem die Hauptmenge ausmachte, wurde im Vakuum vom Petroliither 
befreit, der Riickstand in wasserfreiem Ather gelist und in die iitherische 
Lésung unter Kiihlung trockenes HCl-Gas eingeleitet. Nach langem Ein- 
leiten firbte sich der Ather allmiihlich briunlich, eine krystalline Fiillung 
erfolgte nicht. Es fiel jedoch eine geringe Menge einer schmierigen Substanz 
aus, die die Cholestolprobe gab. Auch nach langem Stehen bei einer Tem 
peratur unter 0° erfolgte .keinerlei krystalline Fiillung. Nach Abdunsten des 
Athers wurde in heiBem Aceton gelést und nach Stehen iiber Nacht in der 
Kilte .von der ausgeschiedenen Substanz getrennt. Aus heibem Aceton 
wurde weiter gereinigt. Die schwach gelblich gefiirbte halogenfreie Sub- 
stanz mit dem Schmelzpunkt von 72° und positiver LBR gab folgende 
Werte bei der Mikroelementaranalyse: 


4,675 mg Subst.: 14,080 mg CO,, 5,01 mg H,0. 
Gef. C 82,14 H 11,99. 


Die Werte der Elementaranalyse stimmen mit der Analyse von Sterin- 
kérpern gut iiberein. Allerdings zeigen auch Cholesterinester héherer Fett- 
siiuren dihnliche Zusammensetzung. So wiirde sich fiir den Palmitinsiiure- 
ester eine Zusammensetzung von 82,6°/, C und 12,3°,, H ergeben. Der 
Schmelzpunkt des Palmitinsiiurecholesterinesters liegt allerdings bei 77—78°, 
wihrend der Schmelzpunkt des im ,,RU“ gefundenen Koérpers auch nach 
wiederholter Umkrystallisation konstant bei 72° liegt. Auch die Tatsache, 
da8 der Palmitinsiiureester bei der angewendeten Verseifungsmethode glatt 
gespalten wird, und dab bei der Weiterbehandlung mit Natriumalkoholat 
kein weiteres Cholesterin aus dem ,,RU“ abgespalten werden konnte, libt 
nicht darauf schlieben, dab es sich hier noch um einen ungespalten ge- 
bliebenen Ester handeln kénnte. 

Der in Aceton lésliche Anteil wurde eingedampft. Der Riickstand 
stellte ein gelbbraunes Ol dar, das in Chloroform sehr leicht lislich war 
und intensive Cholestolreaktionen gab. Von den Farbstoffen lieB sich das 
Ol in iitherischer Lésung durch Adsorption an Al,O, vollkommen befreien. 
Mit neuen griéBeren Mengen von ,,RU‘“ aus menschlichem Serum durch- 
gefiihrte Versuche, durch Adsorption eine Trennung der fliissigen von den 
festen Bestandteilen, bzw. eine Trennung der einzelnen Fraktionen unter- 
einander zu erreichen, fiihrten bis jetzt zu keinem befriedigenden Ergebnis, 
da hierzu die verfiigbare Materialmenge zu gering war. 

Das Filtrat nach der Adsorption war jedenfalls vollkommen farblos 
und gab starke LBR. Nach Abdunsten des Athers wurde mit warmem 
Aceton aufgenommen und wieder in einen léslichen und einen unldéslichen 
Anteil getrennt. Die unlésliche Fraktion war in Chloroform sehr leicht 
lislich und gab gleichfalls intensive Cholestolreaktionen. Der in Aceton 
lisliche Anteil zeigte nach Abdunsten des Athers und liingerem Stehen an 
der Luft zunehmende intensivgriine Fluorescenz. Im Dunkelfeld des Polari- 
sationsmikroskopes fiillt das intensiy griine Leuchten besonders auf. Die 
iitherische Liésung gab unter der Quarzlampe ebenfalls entsprechende Flu- 
orescenz. Bei der LBR war der auferordentlich langsame Ubergang der 
Farbe yon briiunlich iiber rétlich, violett, blau, blaugriin in intensives 
Smaragdgriin besonders auffallend. 
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Die Auffindung solcher Substanzen, die bei positiver Farben- 
reaktion die Fallungsreaktionen des Cholesterins nicht geben, er- 
scheint insbesondere auch deswegen wichtig, weil damit die 
materielle Grundlage fiir die mangelnde Ubereinstimmung der 
verschiedenen Cholesterinbestimmungsmethoden gegeben ist. Es 
ist schon linger bekannt, dai: die kolorimetrische Cholesterin- 
bestimmung im Blute héhere Werte gibt als die gravimetrische 
Digitoninmethode. In Ubereinstimmung mit Brandt (a. a. O.) 
habe auch ich bei klinischen Cholesterinbestimmungen rund 15°/, 
mehr Cholesterin nach der kolorimetrischen Methode gefunden. 
Die Elementarzusammensetzung der hier beschriebenen Substanz 
liBt darauf schlieBen, daB es sich hier um einen Alkohol oder 
ein Keton handelt, die dem Cholesterin schon recht nahestehen 
diirften. Auffallend ist, dai die LBR bei diesem Kérper, thnlich 
wie beim -Cholesterin, auch nach der Behandlung mit wasser- 
freiem HCl-Gas positiv ausfillt. 

B. In Aceton loslicher Anteil des PU“. Dieser Anteil wurde 
durch Einleiten yon HCl-Gas in die auf — 5° abgekiihlte Lésung auf 
Squalen gepriift. Nach 3stiindigem Einleiten wurde noch lingere Zeit bei 
0° gut verschlossen stehen gelassen. Squalen und squalenartige KW-Stoffe 
konnten nicht nachgewiesen werden. Die acetonhaltige Fliissigkeit wurde 
neu eingedampft und der Riickstand mit heifem Alkohol aufgenommen. 
Der geringe in heibem Alkohol unlésliche Anteil gab trotz seiner Behand- 
lung mit HCI-Gas positive LBR. Aus der alkoholischen Lésung erfolgte eben- 
falls keinerlei Krystallisation, wohl aber schied sich eine élige Masse aus. 

Aus der 6ligen, stark dunkel gefiirbten Fliissigkeit konnte nach der 
restlosen Entfernung des Alkohols aus Aceton eine weiBe wachsihnliche 
Masse abgeschieden werden, die aus Aceton und anschlieBend auch aus 
Alkohol durch Umfiillen gereinigt wurde. Die Substanz yom Schmelzp. 68°, 
die keine Spur einer LBR gab, zeigte tolgende Analysenergebnisse: 

1,102 mg Subst.: 3,27 mg CO,, 1,23 mg HO. 

Gef. C 80,93 Hi 12,49. 

Es handelt sich offenbar um einen der Alkohole mit unver- 
zweigter Kette, wie ich sie auch aus dem ,RU*“ des Dermoid- 
cystenfettes isolieren konnte. Es diirfte sich hier, fbnlich wie 
beim ,,RU“ des Dermoidcystenfettes, um den Carnaubylalkohol 
handeln, der bei einem Schmelzpunkt von 68—69° die Elementar- 
zusammensetzung 81,3°/, C und 14,2°/, H aufweist. Mit diesem 
Befund wiirde gut iibereinstimmen, dab Birger und Plitner 
(a. a. O.) aus dem ,,U“ des menschlichen Serums einen gut kry- 
stallisierenden KW-Stoff von der Zusammensetzung 84,48°/, C 
und 15,35°/, H und einem Schmelzpunkt von 51° darstellen 
konnten, bei dem es sich wohl um den dem Carnaubylalkohol 
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entsprechenden gesiittigten KW-Stoff Tetrakosan (Schmelzp. 51,1 °, 
Ber. 85,1°/, C und 14,9°/, H) handeln diirfte. | 
In dem acetonléslichen Anteil des ,RU“ ist somit weder 
Squalen noch das in den Lebern erwachsener Siingetiere vor- 
kommende Hepen (vgl. Il. Mitt.) nachweisbar. Dagegen finden 
sich darin ebenfalls LB-positive Stoffe, sowie ein Wachsalkohol. 


Das Restunverseifbare des Pferdeserums. In anuloger Weise wie 
das ,,RU“ des menschlichen Serums wurde auch das nichtcholesterinhaltige 
»U* aus Pferdeserum untersucht. Zur Darstellung des Ausgangsmaterials 
wurde 1 Liter Pferdeserum mit Alkohol gefiillt und das Eiweibkoagulum 
mit heiBem Alkohol extrahiert. Die eingeengten Alkoholausziige, mit Atz- 
natron bis zu einer Konzentration von etwa 15°/, versetzt, wurden 12 Stunden 
am RiickfluBkiihler gekocht. Die angegebene Laugenkonzentration und das 
lange Sieden ist vor allem wegen der schweren Verseifbarkeit der Chole- 
sterinester unbedingt erforderlich. Aus der alkalischen Lisung wurde nach 
Abdunsten der griften Menge des Alkohols das ,,U“ mittels Ather entzogen. 
Das so isolierte ,,U‘ wurde einer nochmaligen Verseifung unterworfen. 

Auf diese Weise erhielt ich 1,1 g ,,U mit 63,6°/, Cholesterin (2,88 ¢ 
Digitonid = 0,7 g Cholesterin). Das ,,.U‘ war gelb gefiirbt und von wachs- 
ihnlicher, zam Teil krystallinischer Konsistenz. Nach Ausfiillen des Chole- 
sterins mit Digitonin wurde in der schon beschriebenen Weise das ,,RU‘* 
als braungelbes, ziihes Ol in einer Ausbeute yon 88°), der errechneten 
Menge erhalten. Auch hier fiel die LBR positiv aus. Die auffallend kleine 
Jodzahl yon 25 im ,,RU“ lieb bereits auf die Abwesenheit stark ungesiit- 
tigter Verbindungen schlicBen. Zur Priifung auf stark ungesiittigte KW- 
Stoffe wurden 0,3 g¢ des ,,.RU“ in Ather gelést und trockenes HCl-Gas ein- 
geleitet. Es fiel kein krystalliner Niederschlag aus Ahnlich wie beim 
menschlichen Serum sind also auch im Pferdeserum KW-Stoffe vom Squalen- 
typus nicht nachweisbar. 


Uber das Restunverseifbare des Rinderserums. Die Reindarstellung 
dieses ,,RU“ geschah in der Weise, daB das Rinderserum mit der vielfachen 
Menge Alkohol-Athergemisch (3:1) versetzt wurde. Nach Aufkochen wurde 
von’ der Fiillung abfiltriert. Das EiweiSkoagulum wurde mehrinals mit 
Alkohol extrahiert. Filtrat und Alkoholauszug wurden zur Trockne gebracht 
und mit Ather das Serumfett dem Riickstand entzogen. Die dunkelbraun 
gefiirbte, klebrige, ziihdicktliissige Masse wurde mit Natriumalkoholat in der 
Kiilte verseift. In der iiblichen Weise wurde das ,,U‘* (39°), des Fettes) 
als eine hellgelbe, teigige, zum Teil krystallinische, wachsiihnliche Masse 
erhalten. Das ,,U“ bestand aus 68°/, Cholesterin. Nach Entfernung des 
Cholesterins mittels Digitonin wurde das ,,RU“ als briiunlich gefiirbte, 
amorphe, ziihe Substanz mit positiver LBR gewonnen. In die abgekiihlte 
iitherische Lésung des ,,RU“ aus 1 Liter Rinderserum wurde wiederum 
trockenes Salzsiiuregas 3 Stunden lang eingeleitet. KW-Stoffe vom Squalen- 
typus konnten auch hier nicht erhalten werden. 


Das Restunverseifbare des Depotfettes. Mit Riicksicht darauf, 
daB im Dermoidcystenfett Squalen vorhanden ist und sich auch im 
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Leberfett das Hepen, ein stark ungesiittigter squalenartiger KW- 
Stoff vorfindet, habe ich in weiteren Untersuchungen auch das 
,U* des menschliche. Depotfettes auf derartige KW-Stoffe ge- 
prift. Bekanntlich enthilt auch das Depotfett etwa 0,3—0,4°/, ,,U*, 
von dem nur ein Teil (Literaturangaben schwanken von 25—70°/,) 
aus Cholesterin besteht. Die Zusammensetzung des ,.RU*“ des 
Depotfettes ist vollkommen unbekannt. Die wenigen Angaben 
iiber dieses ,.RU* beziehen sich vor allem auf Konsistenz, Farbe 
und Léslichkeit*’). Ich habe wiederholt versucht, durch Fillung 
mit trockenem HCl-Gas aus derartigem cholesterinfreien ,,U* die 
genannten KW-Stoffe zu erhalten. Alle diesbeziiglichen Versuche 
blieben jedoch negativ. Auch die recht niedrige Jodzahl (37) laBt 
darauf schlieBen, daB sich im ,,.RU“ des Depotfettes keine so stark 
ungesiittigten Kérper finden kénnen. Es scheint also der SchluB 
gerechtfertigt, daB das Vorkommen dieses stark ungesiittigten 
KW-Stoffes in der Leber mit den speziellen Stoffwechselaufgaben 
der Leber, die ja bekanntlich bei der Bildung von Gallensiiuren 
und Sterinen eine groBe Rolle spielt, zusammenhinet. 


Zur Fettgewinnung wurden 108 g Unterhautfettgewebe yon einem an 
Unfall gestorbenen Menschen mit Aceton iibergossen und lingere Zeit 
stehen gelassen. Das Aceton wurde 2 mal erneuert. Hierauf wurde das 
Material zerkleinert und im Soxhletapparat mit Ather extrahiert. Die ver- 
einigten Aceton- und Atherextrakte wurden im Vakuum im Stickstoffstrom 
vollstiindig eingedampft und der Riickstand in trockenem Ather aufgenommen. 
Vom Ungelésten wurde durch Filtration getrennt. Auf diese Weise wurden 
63,8 g intensiv gelb gefiirbtes, fliissiges Fett erhalten. 

Einfacher und schneller ist die Fettgewinnung aus derartigem Material 
durch Ausschmelzen und Reinigung durch direkte Filtration. Ich habe aber 
in dem oben angefiihrten Falle die schonendere Methode angewandt, um ein 
eventuelles Verharzen stark ungesiittigter Verbindungen durch Erhitzen an der 
Luft zu vermeiden. Ich konnte jedoch auch aus so gewonnenem Fett und 
dem daraus dargestellten ,,.RU“ keine siark ungesiittigten KW-Stoffe erhalten. 

Die iitherische Lésung des Fettes wurde mit Natriumalkoholat ver- 
seift, das Nichtverseifte isoliert und anschlieBend einer nochmaligen Ver- 
seifung mit Alkoholat in der Kilte unterworfen. Das so gewonnene ,,U“ 
(0,628 g, ds. 0,98°/, des Fettes) zeigte einen eigentiimlichen Gerneh, war 
stark briiunlichrot gefiirbt ur von ziihfliissiger Konsistenz. 

Die Wiederholung dieser Versuche mit verschiedenen anderen Proben 
von Unterhautfet'yewebe ergab regelmiBig, daB das ,,U“ eine um so 
kriftigere Firbung zeigte, je stirker das zur Darstellung des ,,U“ ver- 
wendete Fett pigmentiert war. Das Pigment geht somit ins Unverseif bare. 
Daher geben stark <efiirbte Fette auch immer eine griéBere Menge ,,U“. 
Die Menge des ,,U“ schwankt selbst unter physiologischen Verhiltnissen 
auBerordentlich, ja selbst Depotfette desselben Menschen weisen einen sebr 
unterschiedlichen Gehalt an ,,U‘ auf. 
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Aus dem so erhaltenen ,,U‘“ wurde wiederum das Cholesterin durch 
Digitonin ausgefillt und in der iiblichen Weise das ,,.RU“ als eine gelbrit- 
liche, salbenartige Masse isoliert. Der Cholesteringehalt schwankt sehr; 
ich erhielt Werte von 50—60°/, (im Durchschnitt besteht etwa '/, des 
,,U* aus Cholesterin). In diesem Falle bestand das ,,U‘* nur zu 15,2° 
Cholesterin (Digitonid: 0,3933 g entsprechend: 0,0956 g Cholesterin, im Fett 
daher 0,15°/, Cholesterin) und somit aus 84,8°/, ,RU*. Dieses ,,.RU“ (er- 
rechnet: 0,5324 g, gefunden: 0,491 g) war phosphor-, stickstoff- und schwefel- 
frei und hinterlieS beim Verbrennen keinerlei Riickstand. Bei der LBR 
ergab sich mur ein dunkelbraunroter Farbton. Der Farbiibergang von Rot 
iiber Violett: ins Griin, wie er sonst bei dem cholesterinfreien ,,U‘ aus Leber- 
und Serumfett beobachtet wird, fehlt hier volistiindig. Die mit Digitonin 
nicht fillbaren sterinartigen Koérper des Leber- und Serumfettes sind somit 
im Depotfett nicht vorhanden. Auch das ,,RU‘ des Depotfettes zog aus 
der Luft leicht Wasser an. Diese Eigenschaft ist zweifellos durch die An- 
wesenheit gréBerer Mengen héherer Wachsalkohole bedingt. In den iiblichen 
Fettlésungsmitteln ist das ,,RU*“ leicht léslich, schwer léslich jedoch in 
kaltem Alkohol und Aceton. Die letztere Eigenschaft kann auch zur Ge- 
winnung der gesiittigten Wachsalkohole dienen. LBeim Abkiihlen der ithe- 
rischen Liésung unter 0° fallen ebenfalls wachsartige Substanzen aus, 

In die iitherische Lésung des ,,RU‘“ wurde trockenes HCl-Gas ein- 
geleitet. Beim Abkithlen fiel, wie oben beschrieben, eine weibe flockige 
Substanz aus. Nach etwa 30 Minuten Einleiten von HCl-Gas fiirbte sich 
die Liésung stark dunkel, um alsbald eine schwarze Farbe anzunehmen. 
Nach 3 Stunden HCl-Gas-Durchleiten wurde scharf zentrifuy, ert; es verblieb 
ein schmutziger Riickstand, der beim Waschen mit Ather wieder in Liésung 
ging. Ein Niederschlag vom Aussehen des Squalen- und Hepenhydro- 
chlorids wurde nicht beobaclitet. 

Die mit Salzsiiuregas gesiittigte iitheriseche Lésung wurde abgedunstet 
und der Riickstand in warmem Aceton gelést. Die Acetonlésung” wurde 
lingere Zeit stehen gelassen. Es fiel eine weiBe wachsartige Substanz aus, 
die einen Schmelzpunkt von 55° zeigte. Nach weiterer Reinigung aus 
Aceton lag der Schmelzpunkt bei 63°. Offenbar handelt es sich hier um 
den gleichen Kérper, den schon Wacker als Begleitsubstanz des Chole- 
sterins im menschlichen Depotfett fand. Weitere Versuche zeigten, dab es 
sich um einen gesiittigten Wachsalkohol handelt. 


aus 


Zusammenfassung 
Das Restunverseifbare des Serums enthilt: 


1. eine Substanz mit der Elementarzusammensetzung 82,14°/, C 
und 11,99°/, H, die trotz fehlender Fallbarkeit mit Digitonin 
positive Cholesterinreaktionen gibt. Die Substanz kénnte eine 
Vorstufe des Cholesterins sein. Ahnliche Stoffe sind auch im 
Leberfett nachweisbar; 

2. eine Substanz von der Elementarzusammensetzung 80,93°/, C 
und 12,49°/, H vom hohen Schmelzpunkt 68°, die die LBR nicht 
gibt. Es handelt sich um einen aliphatischen Alkohol. 
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3. Im ,,RU“ des Serums ist weder Squalen noch Hepen vor- 
handen. 

Die Untersuchung des Restunverseifbaren aus Depot- 
fett ergab: 

Im Depotfett sind weder Squalen noch Hepen vorhanden. 
Das Vorkommen von Hepen scheint somit nur an die Leber ge- 
bunden zu sein, 

Dagegen finden sich im Depotfett gesiittigte Wachsalkohole 
und wahrscheinlich auch gesiittigte KW-Stotfe. Die im Serum- 
und Leberfett nicht nachweisbaren die LBR gebenden, mit Digi- 
tonin nicht fiillbaren Substanzen sind im Depotfett nicht vor- 
handen. 

Nach den friiher’?) und hier berichteten Befunden kénnte 
man sich somit die Cholesterinsynthese im Organismus so vor- 
stellen, daB aus ungesiittigten Fettsiuren zuniichst einmal in der 
Leber das Hepen entsteht. Aus dem Hepen kénnten dann die 
im Leberfett und auch im Serum nachweisbaren LB-positiven, 
mit Digitonin nicht fillbaren Cholestolkirper entstehen, die dann 
vielleicht in der Nebenunierenrinde in Cholesterin bzw. in andere 
verwandte Kérper dieses Ringsystems iibergefiihrt werden kénnen. 
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Uber die Substratspezifitit und -affinitat 

der d-Aminosdurenoxydase und Aminoxydase 
Von 
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Unter Mitarbeit von Christel Striibing 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Rostock) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Dezember 1941) 


Die meisten Fermente sind aus mindestens zwei verschiedenen, funk- 
tionell wichtigen Bestandteilen aufgebaut: aus einem gro®molekularen E1i- 
weibkérper, dem sogenannten Triigerprotein, und aus einer verhiiltnismibig 
kleinmolekularen Wirkungsgruppe oder prosthetischen Gruppe. Nach einer 
viel angewandten Nomenklatur wird der Eiweibanteil als Apo-Ferment, die 
prosthetische Wirkgruppe als Coferment bezeichnet. Dem Co-Ferment fiillt 
auf Grund unserer bisherigen Kenntnisse die Aufgabe zu, die eigentliche 
spezifische Fermentwirkung zu erméglichen, — in einem Fall z. B. eine 
Deearboxylierung, im anderen eine Dehydrierung oder hydrolytische Spal- 
tung; das Co-Ferment ist demnach der Triiger der Wirkungsspezifitit 
des betreffenden Fermentes. Demgegeniiber kommt dem Apoferment die 
Funktion zu, durch voriibergehende, ,,intermediiire’' Bindung des Substrats 
das Zustandekommen der Reaktion zwischen Co-Ferment und Substrat zu 
vermitteln. Es ist anzunehmen, daB eine bestimmte chemische Gruppierung 
im Molekiil des Apoferments dieses zur Bindung eines ganz bestimmten 
fiir das Co-Ferment angreif baren Substrates befiihigt. Die Substratspezi- 
fitit der Fermentwirkung ist deshalb eine Angelegenheit des Triigereiweibes. 

- Die Beziehungen sind besonders durchsichtig bei der yon Otto War- 
burg’) und seiner Schule isolierten, in ihrer chemischen Zusammensetzung 
aufgeklirten und zum Teil krystallisierten gelben Fermenten und fermenten 
der Giirung. Die gleiche prosthetische Gruppe, im Fall der gelben Fermente 
ein Adenin-Alloxazin-Dinucleotid, vermag je nach dem Protein, das ihm als 
Triger dient, z. B. als Xanthinoxydase mit Xanthin oder als d-Aminosiiuren- 
oxydase mit den Spiegelbildisomeren der natiirlichen Aminosiiuren zu rea- 
gieren. Pyridinnucleotid bzw. Dehydropyridinnucleotid als prosthetische 
Gruppe wichtiger Giirungsfermente veranlabt in der Oxydationsreaktion 
der Giirung nur dann die Dehydrierung des Diphosphoglycerinaldehyds 
{[Negelein und Brémel®)] und in der Reduktionsreaktion der Girung 
nur dann die Hydrierung des Acetaldehyds, wenn im ersteren Fall das 
spezifische Protein des oxydierenden, im letzteren Fall das spezifische 
Protein des reduzierenden Girungsfermentes zur Verfiigung steht: das 
eine Protein yermag nur Glycerinaldehyd, das andere nur Acetaldehyd zu 
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binden und damit die Reaktion zwischen Substrat und Co-Ferment zu ver- 
mitteln [Warburg und Christian®)]. 

Beide Proteine sind Hefeeiweib, entstammen also dem Eiweib eines 
einzelligen und damit verhiiltnismibig wenig differenzierten Lebewesens. 
Es ist deshalb vielleicht nicht iiberraschend, dab die grobe summarische 
Erfassung ihres chemischen Auf baus — die Elementaranalyse — gleiche Werte 
fiir ihre Zusammensetzung ergibt®). Ihr verschiedenes funktionelles Ver- 
halten, ihre verschiedene, sie yoneinander unterscheidende Substratspezifitiit 
weist jedoch hier, wo die Methoden der analytischen Chemie vorerst noch 
versagen, auch auf ihre chemische Verschiedenheit hin, die eine Ver- 
schiedenheit in der Anordnung und Gruppierung der Atome im Molekiil 
sein mub. 

Die Frage nach der Identitit zweier Fermentproteine ist schwie- 
riger zu beantworten, wenn es sich um Fermente des héher entwickelten 
Organismus handelt, welche aus verschiedenen Organen oder Geweben 
stammen oder gar verschiedenen Tierarten angehdren, aber mit dem 
gleichen Substrat in der gleichen Weise reagieren. Wohl bei keiner 
anderen Korperklasse findet sich eine so ausgepriigte Organ- und Artspezi- 
fitiit wie bei den EiweiBkérpern. Was fiir die katalytisch unwirksamen 
Proteine gilt, sollte auch fiir die Fermentproteine Geltung haben kénnen. 
Besonders schwierig werden die Verhiiltnisse bei solchen Fermenten liegen, 
als deren physiologisches Substrat praktisch nur eine einzige Substanz in 
Frage kommt. Hier wird die Isolierung und Reindarstellung des Triiger- 
proteins die unumgiingliche Voraussetzung fiir die Beantwortung der Identi- 
tiitsfrage sein. Brauchbare Methoden kénnten die Untersuchung des immun- 
biologischen Verhaltens oder der Fiihigkeit spezifischer Antifermentbildung 
sein. Das diirfte z. B. fiir das soeben im Warburgschen Institut von 
F. Kubowitz und P. Ott*) krystallisiert erhaltene Girungsferment aus 
Jensen-Sarkom und Muskulatur der Ratte zutreffen. 

Aber auch ohne voraufgegangene Reingewinnung der Fermentproteine 
und mit einfacheren Methoden liBt sieh vielleicht die Frage nach der 
identitiit von Fermenten gleicher Wirkung aber verschiedenen Ur- 
sprungs beantworten, wenn es sich um Fermente handelt, deren physio- 
logisches Substrat nicht eine einzige Substanz, sondern eine Substanz- 
gruppe ist. In solchen Fiillen wiirden bei gleicher prosthetischer Gruppe 
die Fermentproteine sicher voneinander verschieden sein miissen, wenn das 
Ferment des einen Organs oder der einen ‘Tierart siimtliche Vertreter der 
Substratgruppe angreifen kénnte, das entsprechende Ferment der anderen 
Tierart oder des anderen Organs hingegen nur mit wenigen Angehirigen 
der Substratgruppe zu reagieren verméchte und die anderen unberiihrt lieBe. 
Es wiirde sich um Fermente verschiedener Substratspezifitit handeln. Das 
gilt vermutlich fiir die auf die natiirliche Form der Aminosiiuren einge- 
stellten Organdecarboxylasen — Dopa-, Tyrosin- und Histidindecarb- 
oxylase —, fiir deren Substratspezifitiit in einer Arbeit von Holtz, Cred- 
ner und Walter’) Belege gegeben werden. 

Aber auch wenn die Unterschiede nicht so kra8 sind wie in dem an- 
gefiihrten Beispiel, die beiden Fermente verschiedenen Ursprungs vielmehr 
alle Substrate zwar angreifen, aber in unterschiedlicher Weise verschieden 
stark, wenn demnach ihre Substrataffinitit eine verschiedene ist, so wiirde 
auch das wohl auf eine verschiedenartige Struktur ihres Proteinteils, des 
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fiir die Affinitit zum Substrat und die Bindung des Substrates mafgeblichen 
Fermentbestandteiles, hinweisen. 

Unter diesen Gesichtspunkten haben wir Versuche mit Fermentpriipa- 
raten der d-Aminosiiurenoxydase und der Aminoxydase gemacht, die aus ver- 
schiedenen Organen und von verschiedenen Tierarten gewonnen wurden, 

mit Fermenten also, die nach der herrschenden Ansicht auf Substrat 
gruppen eingestellt sind, in einem Fall auf die Gruppe der d-Aminosiiuren, 
im anderen Fall auf diejenige der Monoamine. 


d-Aminosaurenoxydase 


In einer vor mehreren Jahren erschienenen Arbeit machten 
KF, Bernheim und M.L. C. Bernheim*) die Beobachtung, dab 
der Kiweifbaustein Prolin zwar durch die gleichen Organextrakte, 
die eine Desaminierung der einfachen d-Aminosiiuren veranlassen, 
oxydativ abgebaut wurde, daB die Oxydation jedoch in den meisten 
Fiillen nicht von einer Ammoniakabspaltung begleitet war. Die 
dann etwas spiiter durch Krebs‘) erfolgte Aufklirung des Abbau- 
mechanismus machte es klar, dab die ,,Prolinase“ ein von der 
d-Aminosiiurenoxydase verschiedenes Ferment sein mubte. Bei 
der im allgemeinen stark ausgepriigten Substratspezititiit der Fer- 
mentwirkungen ist es verstindlich, daB ein auf den Abbau von 
Aminosiiuren eingestelltes Ferment eine Substanz wie Prolin, das 
— obwohl als Baustein am Aufbau mancher EKiweifkoérper be- 
teiligt — doch keine echte Aminosiiure ist, nicht anzugreifen 
vermochte. 

Eine neuere Arbeit von Karrer und Frank‘) gibt nun einen 
Hinweis auf die Méglichkeit, daB die Substratspezititiit der d-Amino- 
siiurenoxydase eine weitergehende ist, als bisher angenommen 
werden muBte, indem sie auch innerhalb der Gruppe der echten 
d-Aminosiiuren zum Ausdruck komme. Die Autoren wrbeiteten 
mit einem fast reinen Ferment, indem sie die von Warburg 
und Christian’) isolierte prosthetische Gruppe mit vem von 
Negelein und Brémel?*) krystallisierten spezitischen Ferment- 
protein aus Hammelniere zusammenbrachten. Das _ kiinstlich 
synthetisierte Ferment oxydierte einige Aminosiiuren wie Alanin, 
Phenylalanin und Leucin recht gut, andere hingege: wie z. B. 
Dioxyphenylalanin oder Asparaginsiiure und Glutaminsiure tiber- 
haupt nicht, obwohl auch diese Aminosiiuren durch einen un- 
behandelten Extrakt aus Hammelniere angegriffen worden wiiren. 
Das reine Ferment soll somit nur auf einige wenige Aminosiiuren 
eingestellt sein, und die weniger selektive Wirkung von Roh- 
extrakten miiBte durch die Annahme erkliirt werden, da in ihnen 
14* 
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mehrere Fermente von mehr oder weniger stark ausgepriigter 
Substratspezititit enthalten seien. 

Wir haben diec2 Annahme zu bestiitigen versucht, indem wir 
unter Verwendung von Rohextrakten aus Niere Konkurrenz- 
versuche anstellten. Es hitte dann nach Absittigung des 
Fermentpriparates mit einer Aminosiiure wie z. B. Alanin oder 
Leucin, die auch fir das reine Ferment in den Karrerschen 
Versuchen !eicht angreifbar war, durch Hinzufiigen einer anderen 
Aminosiiure, die vom reinen Ferment nicht oxydiert wurde, wie 
z. B. Asparaginsiiure oder Dopa, eine Steigerung der Sauerstoff- 
aufnahme eintreten miissen. Als Vertreter der 1. Gruppe wihlten 
wir Alanin, als Vertreter der 2. Gruppe d-Dioxyphenylalanin 
(Dopa), das uns schon als optischer Antipode der 1-Verbindung 
(l-Dopa—Dopadecarboxylase!")] in seinem enzymatischen Abbau 
interessierte. 

Methodik. Das frische Organ wurde im Morser mit Quarzsand ver- 
rieben, mit der 5fachen Menge m,20-Phosphatpuffer von p,,; 7,4 extrahiert. 
Die nach dem Zentrifugieren iiberstehende Lésung diente als Ferment- 
priiparat. — In den VersuchsgefiiBen der Warburg-Apparatur wurde zu 
2 cem Fermentlésung je 0,25 eem m 50-KCN gegeben (Hauptraum), die An- 
hangbirne enthielt 0,5 cem der Aminosiiurelésung. Im Einsatz 0,2 cem des 


NaOQH—KCN-Gemischs nach Krebs. — Es wurde in Luftatmosphiire bei 35° 
geschiittelt. — Das Acetontrockenpulver wurde durch Verreiben des Organs 


mit der 5fachen Menge Aceton hergestellt. Der Riickstand wurde auf der 
Nutsche mit Ather behandelt und nach dem Trocknen im Exsiceator auf bewahrt. 
1 ¢ Trockenpulver wurde mit 20 cem m,20-Phosphatputfer 10 Minuten lang 
geschiittelt. Die durch Zentrifugieren erhaltene Lésung diente zum Versuch. 


Die Tab. 1 enthilt einige charakteristische Versuchsergeb- 
nisse. Sie weisen in die gleiche Richtung: die verschiedenen 
Aminosiiuren konkurrieren um die Beschlagnahme der vor- 
handenen Fermentmenge. Das trifft nicht nur fiir Hammelniere, 
sondern auch fiir Schweine- und Rinderniere zu. Die Konkurrenz- 
versuche sprechen somit dafiir, daB die verschiedenen unters»chten 
Aminosiuren durch ein und dasselbe Ferment abgebaut werden. 
Sie geben keine Stiitze fiir die von Karrer und Frank aus 
ihren Versuchen mit reinem Ferment gezogene Folgerung, in 
Rohextrakten seien mehrere substratspezifisch auf einzelne Amino- 
siuren eingestellte Aminosiiurenoxydasen enthalten. 


Ks ist bekannt, da innerhalb einer Substratgruppe der eine 
Vertreter von dem entsprechenden Ferment leichter und schneller 
angegriffen werden kann als der andere: das Ferment hat zu 
den einzelnen Substraten eine verschieden starke Affinitit. So 
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Tabelle 1 


Konkurrenzversuche 


1. Hammelnierenextrakt. m/2-d,l-Alanin, m 20-d, 1-Dopa 














02-Alanin 04-Alanin 06-Alanin 05-Dopa a ~—patep 
Zeit Uo-Vopa 
emm Q, 
15’ 47 60 60 25 45 
30’ 104 154 136 3 99 
2. Schweinenierenextrakt. m/2-d,]-Alanin, m/20-d,]-Dopa 
10’ 109 128 132 29 123 
20’ 201 243 248 16 239 


” 


>. Rindernierenextrakt. m,5-d,l-Alanin, m/20-d,1-Dopa 





05-Alanin 


cs-Alanin | 05-Dopa | 05-Dopa 


Zeit 


emm O, 


20° | 23 | 30 | 32 


geht schon aus den Arbeiten von Krebs?*) iiber die d-Amino- 
siurenoxydase und aus Versuchen yon Felix und Zorn?*) hervor, 
daB Nierenextrakte oder aus Niere hergestelltes Trockenpulver 
d-Alanin besonders leicht, d-Histidin z. B. weit langsamer anzu- 
greifer: »ermégen. — In der Einleitung wurde darauf hingewiesen, 
daB in gleicior Weise wie die Substratspezifitit eines Fer- 
mentes so wohl auch seine Affinitit zum Substrat eine An- 
gelegenheit des Triigerproteins ist. Man darf wohl annehmen, 
daB grobe und einschneidende Abiinderungen im Aufbau des 
FermenteiweiBmolekiils nétig sind, um dessen Substratspezifitiit 
abzuwandeln und damit ja ein neues, selbstiindiges Fermentindi- 
viduum zu schaffen, daB hingegen schon verhiltnismibig gering- 
fiigige Verschiedenheiten des chemischen Aufbaus geniigen wiirden, 
um eine verschiedene Aftinitiit zu den in Frage kommenden Sub- 
straten zu verursachen. Die ausgepriigte Art- und Organspezi- 
fitit gerade der KiweiBkérper macht es deshalb vielleicht von 
vornherein wahrscheinlich, daB diese sich auch fiir das Ferment- 
eiweiB auswirkt, indem Fermente gleicher Substratspezifitiit, aber 
verschiedener Herkunft, je nach der Tierart oder sogar je 
nach dem Organ, aus dem sie gewonnen werden, verschiedene 
Affinititen zu den fiir sie angreifbaren Substraten entwickeln, 
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und daf sich hier vielleicht gewisse GesetzmiiBigkeiten erkennen 
lieBen, wie sie von einer weiter fortgeschrittenen analytisch-chemi- 
schen Methodik vermutlich spiter eiumal erhirtet werden kénnten. 

Wir haben versucht, etwa bhestehende Gesetzmifigkeiten 
dieser Art aufzufinden, und systematische Untersuchungen mit 
Fermentpriiparaten verschiedener Herkunft gemacht. 

Methodik. Die Organextrakte wurden in der gleichen Art wie fiir 
die Konkurrenzversuche hergestellt und untersucht. Mitunter wurden sie 
vorher 6-12 Stunden lang dialysiert, um — besonders fiir die Versuche mit 
Leberextrakten — kleine Leerwerte zu erhalten. 

Die Tab. 2 gibt eine Ubersicht iiber eine gré®ere Anzahl von 
Versuchen, in denen nicht nur verschiedene Tierarten, sondern 
auch verschiedene Organe der gleichen Tierart untersucht wurden. 


Ty 
Tabelle 2 
d-Aminosiiurenoxydase in den Organen verschiedener Tierarten 


Warburg-Apparatur. cmm QO, in 60 Minuten. 2 cem Organextrakt; 
0,5 cem im 10-Aminosiiurenlésung; (m,20-Dopa). m/5V0-KCN 





Tierart und Organ | Alanin | Leucin |Phenylalanin Dopa 
Kaninchenniere. . . . 7 16 17 2 
Meersechweinchenniere. 29 11 47 aS 
Meersehweinchenleber 8 5 17 2 
Rinderniere ..... 16° { 32 15 
Rinderleber . . . . . 0 0 PH | 27 
HlHammelniere. . .. . 15S D7 10] 13 
ilammelleber. . 2... 20 53 6 1D 
Schweineniere .... 233 190 120 7 
Schweineleber .. .. QJ 82 50 
Rattenniere . .... 265 103 218 S7 
Rattenleber . .... 67 37 61 1 
Hundeniere ,... . 219 132 105 8? 
Hundeleber . . .. . -16S 104 58 100 
Katzenniere ... .. 261 165 16 37 
Katzenleber . . Pare 99 63 37 32 














— In Bestiitigung einer vergleichenden Untersuchung von Birk- 
hofer und Wetzel‘) iiber den Gehalt der Niere an d-Amino- 
siiurenoxydase finden wir, daB sowohl Niere als Leber der 
Fleisch- und Allesfresser fermentreicher sind als die ent- 
sprechenden Organe von Pflanzenfressern. Daneben aber zeigt 
sich, dab das Ferment je nach der Tierart, aus deren Organen 
es gewonnen wurde, eine verschiedene Affinitait zu den ein- 
zelnen Aminosiiuren besitzt. Es scheint hier eine gewisse Gesetz- 
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miiBigkeit zu bestehen, derart, da’ von Pflanzenfresserorganen, 
wie z. B. von Meerschweinchen-, Kaninchen- und Rinderorganen 
die untersuchten aromatischen Aminosiuren Phenylalanin und 
Dopa leichter und schneller abgebaut werden als die aliphati- 
schen, daB die Urgane von Fleisch- und Allesfressern hingegen 
sich gerade entgegengesetzt verhalten. Nur die Hammelorgane 
fiigen sich diesem Schema nicht ein. — Diese Affinitiitsunter- 
schiede scheinen weiterhin nicht nur artspezifisch, sondern 
auch organspezifisch zu sein. Wihrend z. B. in Versuchen 
mit Katzenniere die durch Alanin verursachte Steigerung der 
Sauerstoffaufnahme 6—7fach gréBer ist als diejenige nach Zusatz 
von Phenylalanin oder Dopa, wird Alanin von Katzenleber nur 
etwa 3mal schneller oxydiert als die beiden aromatischen Amino- 
siuren. Gleich deutliche Unterschiede dieser Art finden sich ferner 
im Verhalten von Ratten- sowie Hammelniere einerseits und der 
Leber dieser beiden Tierarten andererseits. 

Die nach Tierart und Organ verschiedene Substrataffinitiit 
des Ferments kann jedoch nicht erkliiren, weshalb in den Ver- 
suchen von Karrer und Frank Dopa von dem reinen aus 
Hammelniere gewonnenen Ferment nicht angegriffen wird. Denn 
von Rohextrakt wird Dopa fast ebensogut wie z. B. Leucin 
abgebaut, und Leucin wird, wie aus den Karrerschen Versuchs- 
ergebnissen hervorgeht, auch vom reinen Ferment oxydiert. — 
Fiir eine Erkliirung der abweichenden Resultate bleibt u. E. nur 
die Annahme iibrig, daB bei dem Versuchsergebnis von Karrer 
und Frank irgendwie ein Irrtum unterlaufen ist. Die Versuchs- 
ansiitze enthielten, wie die Autoren angeben, je 8 Tropfen einer 
10°/,igen Lésung der betreffenden Aminosiiure in Phosphatpuffer 
vom p,, 8,3. Abgesehen davon, daB es nach unseren Erfahrungen 
nicht méglich ist, Dopa in dieser Konzentration zu lésen, hiitte 
bei diesem p,, schon eine nicht enzymatische Oxydation der 
phenolischen OH-Gruppen der Aminosiiure unter Braunfirbung 
der Lésung eintreten und damit also in jedem Fall eine Sauer- 
stoffaufnahme beobachtet werden miissen, zumal ohne Zusatz von 
Blausiiure gearbeitet wurde. Daf in den Versuchen von Karrer 
und Frank Asparaginsiure und Glutaminsiure keinen 
meBbaren Sauerstoffverbrauch verursachten, kénnte dagegen auf 
der geringen Affinitit der Aminosiurenoxydase aus Hammel- 
niere zu diesen heiden Aminosiiuren beruhen, wie aus einem Ver- 
such hervorgeht, den wir mit Acetonpulver aus Hammelniere 
machten (‘l'ab. 3). 
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Tabelle 3 


Warburg-Apparatur. O,-Aufnahme durch Alanin, 
Asparaginsiiure und Glutaminsiure 
2 ccm Phosphatextrakt aus Acetonpulver (Hammelniere) ; 
0,5 eem m/10-Aminosiiurenlésung 








Alanin | Asparaginsiiure | Glutaminsiiure 





emm QO, 


Zeit | 


cy | 346 | 10 | 7 


Aminoxydase 


Unter den aminabbauenden Fermenten nahm die Histaminase 
eine besondere Stellung ein. Man hielt sie fiir ein substratspezifisch 
auf Histamin eingestelltes Ferment. Untersuchungen von Zeller!) 
zeigten jedoch, daB es sich hier wahrscheinlich nicht um eine so 
begrenzte Substratspezifitit, sondern um eine Gruppenspezifitiit 
handelt, indem das Ferment nicht nur Histamin, sondern auch 
Diamine wie Putrescin und Cadaverin, auch z. B. Agmatin angreift. 
Seitdem stellt man die Diaminoxydase dem auf den Abbau 
der Monoamine eingestellten Ferment, der Monoaminoxydase, 
gegeniiber. Schon durch ihr verschiedenes Verhalten gegen Blau- 
siure und Octylalkohol lassen die beiden Fermente sich von- 
einander unterscheiden: nur die Diaminoxydase wird gehemmt. 

In friiheren Arbeiten des Instituts itiber den Gehalt der Niere 
verschiedener Tierarten an aminbildenden und aminzerstoren- 
den Fermenten — Aminosiiurendecarboxylasen und Aminoxy- 
dasen — fanden sich auffillige Parallelen im mengenmiBigen 
Vorkommen der beiden Fermentarten, indem z.B. Nierengewebe 
einer Tierart, welche besonders reich an Tyrosindecarboxylase 
war, auch eine besonders wirksame Aminoxydase fiir den Abbau 
des fermentativ gebildeten Tyramins besaB. Das gleiche traf fiir 
Dopadecarboxylase und oxytyraminabbauendes Ferment zu, s9 
da der Anschein erweckt wurde, als ob den substratspezifi- 
schen Decarboxylasen [vgl. Holtz, Credner und Walter )] 
ebenso substratspezifische Aminoxydasen entspriichen. 

Konkurrenzversuche, die wir noch einmal mit ver- 
schiedenen Aminen gemacht haben, sprachen aber eindeutig gegen 
eine auf einzelne Amine sich erstreckende Substratspezifitat und 
bestitigten damit schon friiher von Blaschko, Richter und 
Schlossmann’®) erhaltene Ergebnisse. — In vergleichenden Unter- 
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suchungen fand sich dagegen ihnlich wie bei der Aminosiiuren- 
oxydase eine von Tierart zu Tierart verschiedene Substrataffinitat 
der Aminoxydase (Tab. 4). 
Tabelle 4 
Aminoxydase in den Organen verschiedener Ticrarten 


Warburg-Apparatur. emm Q, in 60 Minuten 
2 ecm Organextrakt; 0,5 cem m/10-Aminlésung; m/500-KCN 





pa a , Trypt- Phenyl- , 
lierart und Organ lyramin YI “ “| Amylamin 
. amin iithylamin . 

Kaninehenniere . . . a 8s 20 34 SS 
Kaninchenleber ......, 59 15 18 nA 
Kaninchendarm ...... Qh 45 30 44 
Meerschweinchenniere . . . 1033 124 12 os) 
Meersehweinchenleber . . . {2 4 4 2 
Meerschweinchendarm . . 180 204 14 169 
Rinderniere ........ 148 109 3 13] 
Hammelniere. . ...... 68 39 6 70 
Hammelleber. . . eee? 73 10 106 
Schweineniere pee 3 136 135 19 139 
Schweineleber . .. 0... 154 bo 19 16% 
tattenniere . . =% i 0 a) 
Rattenleber . . . 99 59 14 101 
Rattendarm ....... 5 0) > 
Hundeleber . . 7 eS 86 22 8 92 
Katzenniere . . . . . P {8 26 0 19 
Katzenleber . . : — 126 34 1] 146 














Tyramin wird im allgemeinen von allen Organen und Tier- 
arten am schnellsten oxydiert, Phenylathylamin am langsamsten. 
Unterschiedliches Verhalten zeigt sich vor allem gegeniiber Trypt- 
amin (Indol-iithylamin\ und Amylamin. Wihrend die aus Schweine- 
und Meerschweinchenorganen gewonnene Aminoxydase z. B. zu 
Tryptamin eine gleich groBe Affinitiit zu besitzen scheint wie zu 
Tyramin, hauen Kaninchen-, Katzen- und Hundeorgane Trypt- 
amin weit langsamer ab. Amylamin andererseits wird von Niere 
und Leber dieser Tierarten leicht angegrifien, wilhrend in Versuchs- 
ansiitzen mit Meerschweinchenniere und -leber die durch Amylamin 
bedingte Steigerung des Sauerstoffverbrauches nur einen Bruchteil 
des durch Tyramin verursachten betriigt. 

Die schon erwihnte, in friiheren Versuchen beobachtete 
Parallelitiit zwischen aminbildender und aminzerstérender, 
d.h. zwischen Decarboxylase- und Aminoxydasewirksam- 
keit von Organextrakten kann daher nicht darauf zuriickgefihrt 
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werden, daB neben den zwar substratspezifischen Decarboxylasen 
gleichermaBen substratspezifische Aminoxydasen vorhanden sind, 
sie kénnte aber ihre Erklirung darin finden, dab die Aminoxydase 
der verschiedenen Tierarten eine verschiedene Affinitit zu den 
einzelnen Aminen besitzt. 

Diese von Fall zu Fall wechseilnde Substrataffinitiit scheint, 
ihnlich wie bei der d-Aminosiiurenoxydase, nicht nur artspezitigch, 
sondern auch organspezifisch zu sein. So betriigt zB. das aus 
der Tab, 4 ablesbare Verhiltnis der Oxydationsgeschwindigkeit von 
oe fiir Meerschweinchenniere und -leber 
ungefiihr 1:2, fiir Meerschweinchendarm 1:1. Die entsprechen- 
den Quotie nites fiir die Oxydationsgeschwindigkeit von Trypt- 
amin:Amylamin betragen bei Kaninchenniere 1:4, bei Kanin- 
chenleber 1:3,5 und bei Kaninchendarm 1:1. 

Fir beide Fermente, die Monoaminoxydase und die 
d-Aminosiiurenoxydase, trifft deshalb zu, daB sie unabhiingig 
von Tierart und Organ, aus dem sie stammen, gruppenspezi- 
fisch auf die ihnen entsprechende Substratgruppe der Monoamine 
bzw. der d-Aminosiiuren eingestellt sind, daB sie aber innerhalb 
dieser Gruppenspezifitiit charakteristische Unterschiede in der 
Affinitit zu den einzelnen Substratindividuen und Gruppen- 
vertretern aufweisen. Diese Affinitiitsunterschiede sind 
art- und organspezifisch una beruhen wahrscheinlich 
auf dem von Tierart zu Tierart und von Organ zu Organ 
verschiedenen, eben art- und organspezifischen Aufbau 
der Fermentproteine. 


Zusammenfassung 


. Aus Konkurrenzversuchen geht hervor, daB d-Aminosiuren- 
res und Aminoxydase als einheitliche Fermente substrat- 
spezifisch auf die ‘ihnen entsprechenden Substratgruppen der 
d-Aminosiiuren und der Monoamine eingestelit sind. Sie geben 
keinen Anhaltspunkt fiir die in neueren Arbeiten erirterte Még- 
lichkeit, daB fiir den enzymatischen Abbau einzelner d-Amino- 
siuren bzw. Amine besondere Fermentindividuen vor- 
handen sind, 

. In vergleichenden Untersuchungen mit Fermentpriiparaten 
verschiedener Herkunft fand sich, daB die Affinitit der beiden 
Fermente zu den einzelnen Vertretern ihrer Substratgruppe ver- 
schieden ist je nach der Tierart bzw. dem Organ, aus dem sie 
gewonnen wurden. Es ist wahrscheinlich, daB diese art- und 
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organspezifischen Affinititsunterschiede der Ausdruck 
eines verschiedenartigen chemischen Aufbaus des Ferment- 
eiweiBes sind, und damit einen Hinweis darauf geben, dal ebenso 
wie die meisten anderen, katalytisch unwirksamen Kiweib- 
kérper auch die Trigerproteine der Fermente Art- und 
Organspezifitat besitzen. 


Ct ihe CO 
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Neue Versuche iiber ein Co-Ferment der Garung 
Von 


P. Ohlmeyer und L. Mehmke*) 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Dezember 1941) 


Die Hefe enthilt ein Ferment, das Phosphorsiure aufnimmt 
und auf Hexosemonophosphorsiure iibertriigt, so da Hexose- 
diphosphorsiiure entsteht. Es katalysiert also eine Zwischen- 
reaktion der Girung. Das zugehirige Co-Ferment ist isoliert 
und mit seinen Wirkungen und einigen chemischen Eigenschaften 
zu Beginn dieses Jahres beschrieben worden’; Da sich ergab, 
daB es mit anderen Proteinen auch andere Substrate phosphory- 
liert und darin mit den bekannten Adeninnucleotiden Ahnlich- 
keit aufweist, wurde es zur Unterscheidung von diesen .,.Kom- 
plement der Girung“ genannt. 

Wir zeigen im folgenden, daB das Komplement auch mit 
Proteinen des Muskels Fermente bildet. Es leistet dadurch die 
Synthese von Kreatinphosphorsiiure (Phosphagen) uud_ beteiligt 
sich katalytisch an der Bildung von Milchsiure aus Glykogen 
und aus Hexosemonophosphorsiure. 


1. Bildung von Kreatinphosphorsaure 


LiBt man in Gegenwart von Muskelextrakt Adenosintriphos- 
phorsiure und Kreatin miteinander reagieren, so bildet sich 
ein Gleichgewicht zwischen Adenosintriphosphorsiure, Kreatin, 
Adenosindiphosphorsiure und Kreatinphosphorsiiure, dessen Lage 
nach H. Lehmann?) von der Wasserstoffionenkonzentration ab- 
hingig ist. Da nun Phosphobrenztraubensiiture mit Adenosin- 
diphosphorsiiure unter Bildung von Adenosintriphosphorsiure und 
Brenztraubensiiure reagiert, kann Adenosintriphosphorsiure die 
Phosphatiibertragung von Phosphobrenztraubensiure auf Kreatin 
katalysieren: 


*) Dissertation Tiibingen. 
') P. Ohimeyer, Diese Z. 267, 264 (1941). 
*) Biochem. Z. 281, 271 (1935). 
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Neue Versuche iiber ein Co-Ferment der Giirung 


1) Adenosintriphosphorsiiure > Adenosindiphosphorsiiure 
+ Kreatin " + Kreatinphosphorsiiure 
2) Phosphobrenztraubensiiure » Adenosintriphosphorsiiure 
+ Adenosindiphosphorsiiure + Brenztraubensiiure 
3) Phosphobrenztraubensiiure »  Kreatinphosphorsiiure 
+ Kreatin + Brenztraubensiiure 


Wir lieBen Komplement und Kreatin im Warm)bliitermuskel- 
extrakt reagieren und fanden, daB das Komplement in &bnlicher 
Weise wie Adenosintriphosphorsiiure {Gleichung 1)] die Synthese 
von Kreatinphosphorsiiure leistet. Wie Tab. I zeigt, konnten wir 


Tabelle I 
Phosphatumesterung von Komplement auf Kreatin 


Ansatz: 1,5 ecm Muskelextrakt aus Schweinemuskel, 60 Stunden gegen 

Wasser dialysiert, 15 Tage bei 0° aufbewahrt; Komplement mit 875 y leicht 

hydrolysierbarem P,O,; 9 mg Kreatin: 2,2-107° mol. Na-K-Phosphat; 3 bzw. 

4-10-* mol. Na-Bicarbonat; p;; wie angegeben; 1507 Mg: lo y Mn’; Fliissig 

keitsvolumen 3,0 cem; Temperatur 40°. Bestimmung der Kreatinphosphor- 

siiure als Differenz zwischen dem anorganischen und dem bei 37” siiure 
labilen Phosphat. 





Umesterung in °/, 
Reaktionszeit in Minuten 
Pi : 
30 60 120 
(P- 1,4 11,4 14 
9,0 143 18,3 18,3 





auch fiir das Komplement die Feststellung von H, Lehmann 
bestiitigen, dab bei alkalischem p,, (9—10)- die Synthese der 
Kreatinphosphorsiiure, bei p,,6—7 dagegen die Aufspaltung in 
Kreatin und Phosphorsiiure begiinstigt ist. Ferner verwirklichten 
wir Gleichung 3), indem wir Muskelproteine, Phosphobrenztrauben- 
siiure, Kreatin und Magnesium zusammengaben und als Co-Fer- 
ment in einem Versuch Adenosindiphosphorsiiure, in einem anderen 
Komplement zusetzten. Wir fanden, daB das Komplement das 
Adenylsiiuresystem in seiner katalytischen Wirkung vertreten kann. 

Die Reaktion des Komplements, die in Analogie zu Gleichung 1) 
steht, legt die Frage nahe, ob mit dem Komplement, wie es aus 
Hefe isoliert wurde, die héchste Phosphorylierungsstufe gegeben 
ist. Wir priiften sie, indem wir einerseits Adenosinmonophos- 
phorsiure, andererseits Komplement im Fermentextrakt mit Phos- 
phobrenztraubensiure zusammenbrachten. Das Ergebnis zeigt 
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Tab. HI. Das Komplement wird im Gegensatz zu Adenosin- 
monophosphorsiure water den gegebenen Bedingungen nicht weiter 
phosphoryliert. 


Tabelle II 


Phosphatumesterung von Phosphobrenztraubensiiure 
auf Kreatin,- 
Adenosindiphosphorsiure bzw. Komplement als Co-Fermente. 


Ansatz: 0,5 cem Muskelextrakt wie zu Tab. I, 10 Tage alt; Phosphobrenz 

traubensiiure mit 0,95 mg P,O,; 3 mg Kreatin; 6,6-10-° mol. Na-K-Phos 

phat von py, 8,0; 3,2-10-? mol. Na-Bicarbonat; 50 y Mg; Co-Fermente wie 

angegeben (in x leicht hydrolysierbarem P,O,); Fliissigkeitsvolumen 2,0 cem: 
Temperatur 40°; Reaktionszeit 45 Minuten. 





. Gebildete Kreatinphosphorsiiure in ng P.O, 
y Co-Ferment 
Adenosindiphosphorsiiure Komplement 
0 0,04 O,04 
5 Q,18 Ui 
10 Q,24 0,23 
20 QO,34 0,30 
10 0,46 0,43 





Tabelle Il 


Versuch der Phosphatumesterung von Phosphobrenz 
traubensiiure 
auf Adenosinmonophosphorsiiure und auf Komplement 


Ansatz: 0,5 cem Muskelextrakt, 40 Stunden dialysiert, 12 Tage alt: Phos 
phobrenztraubensiiure mit 0,85 mg P,O,: 50 y Mg; 30 y Mn”; 3-107* mol. 
Ammoniumfluorid; Komplement mit 0,70 mg leicht hydrolysierbarem P.O, 
bzw. Adenosinmonophosphorsiiure mit 0,40 mg P,O,; Fliissigkeitsvolumen 
1,5 cem; Temperatur 40°; Reaktionszeit 45 Minuten. Werte in mg P,O.. 





Leicht hydrolvsier- | Bildung | Schwund 
bares P.O. von von Phospho- 
— anorg. brenz- 


vorhanden gebildet |Phosphat | traubensiiure 


Adenosinmonophosphorsiiure 0,0 | 0,39 0,08 0,51 
Komplement ....... 0,7 | Q,04 0,06 0,10 











Nun enthilt das Komplement auf zwei Phosphatreste einen, 
der zu Hydrolyse neigt; es ist also zu schlieBen, daB dieser Rest 
vom Phosphatacceptor aufgenommen und vom Donator ergiinzt 
wird, und daB in solch einem Wechsel die Wirkungsweise des 
Komplements besteht. 
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2. Milchsaéurebildung 
a) Glykogen als Substrat 


Kinige Fermente der Milchsiurebildung reagieren mit Adenosin- 
triphosphorsiiure als Co-Ferment. Die Wirkung dieses Nucleotids 
und seiner Verwandten kann man erkennen, wenn man sie aus 
Muskelextrakten durch Dialyse oder enzymatischen Abbau [{Inakti- 
vierung nach Lohmann®*)] entfernt und die Glykolyse beobachtet, 
die erst nach Wiederzugabe eintritt. Wir inaktivierten Muskel- 
extrakt und stellten fest, daB das milchsiiurebildende Ferment- 
system auch durch komplement reaktiviert wird. Die Milchsiiure 
wurde manometrisch und chemisch bestimmt. Tab. IV zeigt ein 
Beispiel eines solchen Versuchs., 


Tabelle IV 
Milchsiurebildung aus Glykogen 


Ansatz: 0,3 cem Muskelextrakt, 1 Stunde dialysiert, 14 Stunden bei 20°, 
2 Tage bei O° auf bewahrt; Hexosediphosphat mit 0,13 mg P,O.: 2,7-107? mol. 
Na-K-Phosphat; 2-107? mol. Na-Bicarbonat: py = 7; Co-Fermente wie an- 





gegeben (in y leicht hydrolysierbarem P,O,); im Gasraum 10°’, CO, in Ny; 
Flissigkeitsyolumen 2,4 eem; Temperatur 25°; Reaktionszeit 300 Minuten. 
Milchsiiure 
Co-Ferment manometrisch chemisch 

emin CO, ing ng 

15 | 0,18 0,19 

Komplement { 12,5 173 | 0,70 0,71 

| 25 188 0,76 | 0,81 

Adenosindiphos- 0 D O,1S | O19 

phorsiiure 25 32 0,93 1,07 





b) Hexosemonophosphorsiiure als Substrat 


Da das Komplement im Fermentsystem der alkoholischen 
Giirung Hexosemonophosphorsiiure angreift, haben wir Hexose- 
monophosphat als Substrat der Milchsiiurebildung eingesetzt. Kin 
Beispiel fiir Versuche, in denen Adenosindiphosphat und Kom- 
plement in dieser Anordnung als Co-Fermente verglichen werden, 
zeigt Tab. V. 


%) Biochem. Z. 237, 445 (1931). 
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Tabelle V 
Milchsiiurebildung aus Hexosemouophosphat 


Ansatz: 0,3 cem Muskelextrakt wie zu Tab. IV; Hexosemonophosphat 

(Gleichgewichtsester) mit 6 mg P,O,: Hexosediphosphat mit 0,15 mg P,O,: 

3mg Kreatin; 2,7-10-* mol. Na-K-Phosphat; 2-10-? mol. Na-Bicarbonat: 

Po = 7: Co-Fermente wie angegeben (in y leicht hydrolysierbarem P,O 

im Gasrauin 10°), CO, in N,:; Flissigkeitsvolumen 2,4 ccm; Temperatur 25 
Reaktionszeit 100 Minuten. 





mg Milchsiiure gebildet 


y Co-Ferment Adenosindiphosphat Komplement 
10 0,04 0,08 
30 0,04 1,03 
60 019 1,62 
GO 0,25 1,63 


Die Uberlegenheit von Komplement gegeniiber Adenosin- 
diphosphorsiiure, die den Befunden mit Hefefermenten entspricht'), 
tritt bei iilteren Muskelextrakten weniger klar hervor. 

In weiteren Versuchen iiber das Komplement priiften wir 
auf einen genetischen Zusammenhang mit anderen Co-Fermenten. 
LiBt man Muskelfermente auf Cozymase einwirken, so geht ihre 
Fahigkeit zur Wasserstoffiibertragung zuriick und ihre phosphat- 
iibertragende Wirkung steigt*). Dabei wird ein Teil der in ihr 
enthaltenen Phosphorsiiure leicht hydrolysierbar und zum Wechsel 
zwischen Acceptor und Donator befihigt. Untersuchungen mit 
dem radioaktiven Phosphorisotop®) (,,P*) bewiesen ferner, dab 
dieser Phosphatrest mit der anorganischen Phosphorsiiure im 
Girungssystem kommuniziert. Diese Tatsachen verfolgen wir 
weiter in Hinsicht auf das Komplement. 


‘) Vel. P. Ohimeyer, Biochem. Z. 301, 189 (1939). 
*) Vel. O. Meyerhof, P. Ohlmeyer, W.Gentner u. H. Maier- 
Leibnitz, Biochem. Z. 298, 396 (1938). 








Untersuchung tiber die Sekretstoffe des gemeinen Regenwurms 
[Vorliufige Mitteilung”’)] 
Von 


Friedrich Balzarek, Chemiker 


(Aus der Staatslehr- und Versuchsanstalt fiir chem. Industrie Wien 109) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. November 1941) 


Wie bisherige Untersuchungen ergeben haben, finden sich im Sekret 
vom Lumbricus terrestris eine ganze Reihe von verschiedenartigen Stoffen’”), 
von denen das von 8S. Yagi’) beschriebene Limbricin am interessantesten ist. 
Schon vor dieser Arbeit wurde von M. Pauly‘) auf die Giftigkeit des 
Regenwurms hingewiesen. Das von mir angewandte Trennverfahren, welches 
einige bisher noch nicht beschriebene Stoffe darstellt, geht grundsiitzlich 
neue Wege. 

Trennung der Sekretstoffe. Die lebenden, gereinigten Wiirmer (einige 
Tausende) werden mit destilliertem Wasser ausgelaugt und die Lésung ab- 
filtriert (I). Nun kommen die Wiirmer in stark verdiinnte Salzsiiure, py = 3,5, 
in welcher der Hauptteil der Sekretstoffe sich ablést und ausfiillt. Dieser 
Niederschlag wird filtriert und nach Ul weiterzerlegt. Das Filtrat von I] 
wird nach III weiterverarbeitet. 

Die Lésung I wird auf etwa 50 cem eingeengt, neuerdings filtriert 
und das Filtrat ausdialysiert. Der undialysierbare Anteil stellt ein Protein 
dar, welches noch nicht niiher klassifiziert ist. Der dialysierbare Anteil 
stellt nach dem Eindunsten ein sechwach gelbliches, amorphes Produkt dar, 
welches in Alkohol und Wasser léslich ist. Die wibrige Lésung bewirkt 
noch in einer Verdiinnung von 1:8000 Hiimolyse. Ob ein Zusammenhang 
mit Yagis Lumbricin besteht, ist nicht gekliirt. Die Substanz enthiilt neben 
Schwefel rund 8,8°/, N und 0,6°/, P. 

Der Niedersehlag IIT von der Salzsiiurebehandlung wird mit destilliertem 
Wasser bis zum Verschwinden der Cl-Reaktion ausgewaschen, im Exsiccator 
getrocknet, feinst gepulvert und im Soxhletapparat 4—5 Stunden mit Athyl- 
iither extrahiert. Die iitherische Lésung enthilt den unten beschriebenen 
Kohlenwasserstoff. 

Der unlésliche Anteil stellt nach dem Trocknen eine hellgelbe, amorphe 
Substanz dar. Sie enthiilt rund 3°/, S, ferner N, C, H, O, aber keinen P, 
und gibt alle EiweiBreaktionen. Beim hydrolytischen Abbau konnte Glycin, 
Alanin, Glutaminsiiure, Cystin, Tyrosin, Tryptophan, und gréBere Mengen 
von Arginin, Histidin und Lysin nachgewiesen werden, doch bediirfen die 
dafiir erhaltenen Werte noch einer kritischen Uberpriifung. Die Substanz 
lést sich schwer in Wasser und ist auf Blutkérperchen ohne Einflub. 

Die oben erhaltene iitherische Lésung wird eingedunstet und stellt 
einen braunen, durehscheinenden, ziihklebrigen Stoff dar. Die Lésung in 


*) Meine Einberufung veranlabt mich, die erhaltenen Ergebnisse in 
der vorliegenden, unfertigen Form kurz mitzuteilen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 272 1d 
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Benzol-Ather 1:1 wurde iiber Aluminiumoxyd chromatographiert und in 
2 Fraktionen getrennt. Im Adsorptionsmittel wurde als schmale Schichte 
ein stark ungesiittigter harzartiger Stoff zuriickbehalten, der infolge seines 
geringen Vorkommens (etwa 20°/,) nicht niiher untersucht wurde. Der Durch- 
lauf enthilt nur C und H. Bei der Zinkstaubdestillation geht zwischen 
200—230 ein hochviseoser, nicht krystallisierender Kohlenwasserstoft iiber, 
der nach erneuter Destillation (Siedep. 229—-230°) folgende Werte ergab: 

3,400 mg ergaben 10,775 mg CO, und 3,740 mg H,0. 

Gef. 86,4°/, C 14,3°/, H 

Demnach diirfte es sich, da das Molekulargewicht mittels der Campher- 
methode zu 234 gefunden wurde, um C,,H,, (Mol.-Gew. ber. 236) handeln. 

Die Dichte betriigt D,, = 0,8695, der Brechungsindex betriigt n = 1,520, 
woraus sich die Molekularrefraktion zu 78,12 (ber. fiir C,,H,, = 79,15) ergibt. 

Die Substanz ist gesiittigt und diirfte, wie aus ihrer leichten Nitrier- 
barkeit (braunrote, spréde Substanz) und Sulfonierbarkeit hervorgeht, am 
ehesten der Gruppe der Hydroaromaten angehéren. Eine ausfiihrliche 
Untersuchung muB diese Frage noch kliiren. 

Das Filtrat IJ] wird zur Entfernung der Salzsiiure mit Silberearbonat 
versetzt, filtriert, der intensiv gelbe Farbstoff im Filtrat [erwihnt schon von 
Lesser')} an Aktivkohle adsorbiert, von welcher er durch absoluten Alkohol 
herausgelést werden kann. In der abfiltrierten Lisung befindet sich noch 
ein biologisch unwirksames Protein und ein Teil der himolytisch wirkenden 
Substanz. Beide kénnen durch Dialyse getrennt werden. Das Protein ist 
in Wasser leicht léslich und wird durch Halbsiittigung mit Ammonsulfat 
ausgefiillt. Es enthilt Tryptophan, aber kein Tyrosin, und ist alkoholunliéslich. 

MengenmaBige Verteilung der Sekretstoffe. Das bei II be. 
schriebene Protein der Salzsiiurefiillung bildet im nativen Zustand mit dem 
Kohlenwasserstoff eine Additionsverbindung, welche durch Extraktion mit 
Ather nicht getrennt werden kann. Das Verhiiltnis Protein : ditherléslichem 
Anteil ist etwa 33:56; dieses Verhiiltnis bleibt auch der Jahreszeit nach 
konstant, wiihrend sich die Gesamtmenge jahreszeitlich in der Art dindert, 
das zur Begattungszeit ein Maximum an Sekretstoffen produziert wird. 
Einige Zahlen mégen dies veranschaulichen: 

2.3. auf 100 g Wiirmer 161 mg Protein und 270 mg iitherlésl. Anteile 


> 4 , Ive fe 173 mg “s » 289 mg 
27.8. ,, 100¢ - 309 mg a . 418mg 
10.9. ,, 100¢ ae 217 mg i , 365mg 


Der hiimolytisech wirkende Teil der Sekretstoffe ist nur in geringer 
Menge vorhanden, auf etwa 100 g Wiirmer 24 mg, der Farbstoff in noch 
weit geringerem Mafe, so daf eine quantitative Erfassung bisher nicht 
durehfiihrbar war. 


Am Sehlusse meiner Arbeit méchte ich Herrn Ing. Duchek und 
Fr]. Erben meinen Dank aussprechen. 


Schrifttumsnachweis 
1. E.J. Lesser, Z. Biol. 52, 282 (1909). — 2. L. Camus u. Lequeux, 
Soe. Biol. 52, 690 (1900), — 3. S. Yagi, Arch. internat. Pharmacodynam. 21, 
105 (1911). — 4. M. Pauly, Der Regenwurm, Der ill. Tierfreund, Graz 
1896, S. 42; zit. nach Phys. Zbl. 10, 682 (1896). 
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W. KLEBER 
Angewandte Gitterphysik 


Behandlung der Eigenschaften krystallisierter Kérper vom Standpunkte der Gittertheorie. 
Oktav. VIII, 175 Seiten. Mit 54 Abbildungen im Text. 1941. Gebunden RM 12.— 


Die streng mathematisch aufgebauten Darstellungen der Gitterphysik will und kann dies 

Buch keineswegs ersetzen, es soll eine Einfiihrung in die mathematische Theorie des 

krystallisierten Zustandes geben. Mineralogen, Chemiker oder Physiker werden nur 

selten das hohe Riistzeug mitbringen, das fiir Verstandnis und Verarbeitung der gitter- 

theoretischen Methoden erforderlich ist. Solche Liicken zu fiillen ist Hauptaufgabe des 

Werkes, das zugleich Wegweiser und Berater zur Aufstellung und Lésung vieler Probleme 
sein kann, die sich mit dem ,,krystallisierten Zustand‘‘ beschaftigen. 
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Das Ubermikroskop als Forschungsmittel 


Vortrage, gehalten anlaBlich der Eréffnung des Laboratoriums fiir 
Ubermikroskopie der Siemens & Halske A.-G., Berlin. Mit 102 Ab- 
bildungen. Oktay. VII, 104 Seiten. 1941. Gebunden RM 6.— 


Die Medizin und das Gesamtgebiet der Naturwissenschaften werden durch die 

U bermikroskopie eine gewaltige Entwicklung erfahren, deren Bedeutung sich heute 

noch gar nicht absehen 148t. Deshalb wird das vorliegende Buch fiir alle auf diesem 

Gebiete Arbeitenden von gréBtem Interesse sein. — Es gewahrt an Hand vorziigiicher 

Abbildungen einen Einblick in die Entwicklung und die Ergebnisse der Ubermikroskopie 

und zeigt die Méglichkeiten auf, die sich durch das Ubermikroskop fiir jedes Forschungs- 
gebiet ergeben. 
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Je Resaces brsecsamnae ee veg meld Moma aia Naso 


Mei: 











LDRER SE EEE OIG ia sean 


Soeben erschienen: 


peace 
Tg ea 


Fermentdemische Studien 


zur klinishen und konstitutionellen 
Korrelationsforschung 
speziell zur psychiatrischhen Endocrinologie 


Von Dr. ERNST KRETSCHMER, o. Professor fir Psychiatrie 
und Neurologie in Marburg, und Dr. GERHARD MALL, 
Abteilungsarzt an der Univ.-Nervenklinik Marburg, unter 
BORN, H. WAGNER. (Senderdruck aus der Aligemeinen Zeit- 
schrift fiir Psychiatrie und ihre Grenzgebiete Band 119.) V, 
150 Seiten. Mit 30 Abbildungen im Text und auf 6 Tafeln. 
Steif broschiert RM 6.— 
Das vorliegenide Heft besteht in einer Reihe von ferment-chemischen 
Arbeiten aus’der Marburger Nervenklinik. Sie sind offensichtlich geeignet, 
das Lehrgebdude Kretschmers in einer bedeutsamen Richtung zu 
vervolistandigen und ihm gewissermaBen ein neues Stockwerk auf physio- 
logisch-cheinischer Grundlage hinzuzufiigen. Die groBe Linie dieses 
Fortschrittes ist aus den Arbeiten mit ausreichender Bestimmtheit 
zu erkennen, die! weitere Ausgestaltung wird Sache der-zukiinftigen 
Forschung sein mtissen; dabei sind auclf neue Ansatzpunkte fiir die - 


Therapie gewisser Stérungen zu erwarten, deren praktische Tragweite 
heute nicht zu iibersehen ist. é‘ 


Reais Fin rl see ovis Lica 
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